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- a p p h e d w i t h o u t r e s t r i c t i o n s (U S E P A 19 9 9 ; N A S
2 0 0 2 ; Z h o u a n d M a v i n i c 2 0 0 3 ) T h e s e r e q u i r e m e n t s a r e m e t t h r o u g h P r o c e s s e s t o F u r t h e r
R e d u c e P a t h o g e n s (P F R P s ) , w h i c h t r a n s f o r m s l u d g e f r o m w a s t e p o l l u t a n t s w i t h h i g h l e v e l s
o f p a t h o g e n s i n t o a v a l u a b l e b i o s o l i d s r e s o u r c e (Z h o u a n d M a v i n i c 2 0 0 3 ) .
P F R P s t h a t a r e c u r r e n t l y r e c o g n i z e d b y t h e E P A a r e c o m p o s t i n g , h e a t d r y i n g , h e a t
t r e a t m e n t , t h e r m o p h i l i c a e r o b i c d i g e s t i o n , b e t a r a y i r r a d i a t i o n , g a m m a r a y i r r a d i a t i o n , a n d
p a s t e u r i z a ti o n W h e n t h e s e p r o c e s s e s a r e o p e r a t e d u s i n g s p e c i fi e d c o n d i t i o n s , p a t h o g e n i c
b a c t e r i a
,
e n t e r i c v i r u s e s
,
a n d v i a b l e h e lm i n t h e s o v a a r e r e d u c e d t o b e l o w d e t e c t a b l e l e v e l s
(U S E P A 19 99 ; N A S 2 00 2 ) . D e s p i t e t h e p o t e n t i a l f o r t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n t o
m e e t C l a s s A c r i t e r i a , t h i s p r o c e s s i s n o t c u r r e n t l y r e c o g n i z e d a s a P F RP t o p r o du c e C l a s s A
B i o s o l i d s .
I n a d d i t i o n t o t h e p a t h o g e n r e q u i r e m e n t s . C l a s s A b i o s o l i d s m u s t b e m o n it o r e d f o r
i n d i c a t o r o r g a n i s m s , f e c a l c o l i f o r m , o r Sa l m o n e l l a s p p b a c t e r i a ( 1 ) a t t h e t i m e o f u s e o r
d i s p o s a l ; (2 ) a t t h e t im e th e b i o s o l i d s a r e p r e p a r e d f o r s a l e o r g i v e n a w a y i n a b a g o r o t h e r
c o n t a i n e r f o r l a n d a p p l i c a t i o n ; o r (3 ) a t t h e t im e t h e b i o s o l i d s a r e p r e p a r e d t o m e e t t h r e e
r e q u i r em e n t s f o r
"
e x c e p t i o n a l q u a l i t y
"
s l u d g e t o e n s u r e t h a t g r o w t h o f b a c t e r i a h a s n o t
o c c u r r e d (U S E P A 19 9 9 ) M u n i c i p a l i t i e s a n d P O T W s t y p i c a l l y r e l y o n a s s a y s o f i n d i c a t o r
m i c r o o r g a n i s m s t o d e t e c t p a t h o g e n r e d u c t i o n s o r e x c e s s i v e m i c r o b i a l c o n t a m i n a t i o n o f p u b l i c
h e a l t h c o n c e r n
T o p r o t e c t t h e p u b l i c
'
s h e a l t h a n d t o s a v e t im e a n d m o n e y , i t i s im p r a c t i c a l t o d i r e c t l y
m o n i t o r
,
i d e n t i f y , o r e n u m e r a t e t h e h u n d r e d s o f p a t h o g e n i c m i c r o o r g a n i s m s a s s o c i a t e d w i t h
fe c a l p o l l u t i o n . O v e r 14 0 v i r a l p a t h o g e n s h a v e b e e n i d e n t i fi e d f r o m hu m a n f e c e s , n e w o n e s
c o n t i n u e t o b e d i s c o v e r e d a n d i t i s b e l i e v e d t h a t t h e r e a r e m a n y o t h e r s s t i l l u n k n o w n (G a n t z e r
e t a l 1 9 9 8 ) . W h i l e m e t h o d s h a v e b e e n d e v e l o p e d f o r d e t e c t i n g a n d a s s a y i n g s p e c i f i c v i r u s e s
o r v i r u s g r o u p s , t h e y a r e o f t e n e x p e n s i v e , t e c h n i c a l l y d e m a n d i n g , a n d t im e - c o n s u m i n g A l s o ,
v i r u s e s a r e o f t e n p r e s e n t i n l o w b u t s t i l l r i s k y c o n c e n t r a t i o n s , w h i c h m a y r e q u i r e t h e a n a l y s i s
o f l a r g e s a m p l e v o l u m e s , s u c h a s m o r e t h a n t e n l i t e r s o f w a t e r o r m o r e t h a n 10 0 m l o f s l u d g e .
T h e u s e o f i n d i c a t o r s e n t a i l s q u a n t i f y i n g m o r e p l e n t i f u l m i c r o b e s t h a t c o m m o n l y i n h a b i t t h e
i n t e s t i n e s o f w a r m - b l o o d e d a n im a l s a n d c o n s i d e r i n g t h e m a s i g n t h a t m o r e h a z a r d o u s
p a t h o g e n i c o r g a n i s m s m a y a l s o b e p r e s e n t (G e r b a 19 8 7 ; S o b s e y 19 9 5 )
Cu r r e n t l y f e c a l c o l i f o r m b a c t e r i a a r e t h e s t a n d a r d m i c r o b i a l i n d i c a t o r u s e d i n t h e
U n i t e d S t a t e s f o r b i o s o l i d s a n d m u n i c i p a l w a s t e w a t e r H o w e v e r , b e c a u s e v i r u s e s a r e s m a l l e r
a n d a r e m o r e r e s i s t a n t t o i n a c t i v a t i o n p r o c e s s e s t h a n b a c t e r i a , f e c a l c o l i f o r m s a r e c o n s i d e r e d
i n a d e q u a t e i n d i c a t o r s o f w a t e r b o m e e n t e r i c v i r u s e s (s u c h a s H e p a t i t i s A v i r u s , R o t a v i r u s e s ,
a n d A d e n o v i r u s e s , a n d s m a l l , r o u n d s t r u c t u r e d
"
g a s t r o e n t e r i t i s v i r u s e s
"
s u c h a s A s t r o v i r u s e s
a n d N o r o v i r u s e s , i n c l u d i n g N o r w a l k v i r u s ) (H a v e l a a r 1 9 9 3 ) .
E n t e r i c b a c t e r i o p h a g e s , v i r u s e s i n f e c t i n g e n t e r i c b a c t e r i a , h a v e b e e n p r o p o s e d a s m o r e
r e l i a b l e i n d i c a t o r s f o r h u m a n v i r a l p a t h o g e n s (G e r b a 1 9 8 7 ; L e c l e r c e t a l . 2 0 0 0 ) . C o l i p h a g e s ,
v i r u s e s w h i c h i n f e c t E s c h e r i c h i a c o l i
,
h a v e p r o b a b l e f e c a l o r i g i n s , a r e c o n s i s t e n t l y f o u n d i n
s e w a g e , a n d a r e a l s o e a s i l y , q u i c k l y , a n d i n e x p e n s i v e l y q u a n t i fi a b l e .
T h e r e a r e s e v e r a l d i f f e r e n t t a x o n o m i c g r o u p s o f e n t e r i c b a c t e r i o p h a g e s , n o t a l l o f
w h i c h m a y b e g o o d v i r u s i n d i c a t o r s . B a c t e r i o p h a g e s t h a t i n f e c t t h e i r h o s t s t h r o u g h r e c e p t o r s
o n t h e c e l l w a l l a r e
"
s o m a t i c
" " M a l e - s p e c i fi c
"
c o l i p h a g e s i n f e c t t h e i r h o s t s t h r o u g h
r e c e p t o r s o f F p i l i , w h i c h a r e s u r f a c e a p p e n d a g e s e n c o d e d b y F - p l a s m i d g e n e s . T h e s o m a t i c
c o l i p h a g e f am i l i e s i n c l u d e M y o v i r i d a e , M i c r o v i r i d a e , S ip h o v i r i d a e (o r Sty l o v i r i d a e ) a n d
P o d o v i r i d a e L e v i v i r i d a e a n d I n o v i r i d a e a r e m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e f a m i l i e s w h i c h c o n t a i n
R N A a n d D N A g e n o m e s , r e s p e c t i v e l y F + R N A c o l i p h a g e s c a n b e s u b d i v i d e d f u r t h e r i n t o
f o u r g r o u p s : g r o u p I (M S 2 ) , g r o u p I I (G A ) , g r o u p I I I (QjS ), a n d g r o u p I V (S P ) D i f f e r e n t
p e r s i s t e n c e o f p h a g e s i n t h e e n v i r o n m e n t i s s u g g e s t e d t o b e r e l a t e d t o p h a g e m o r p h o l o g y
(L a s o b r a s e t a l 19 9 7 ) I t i s t h o u g h t t h a t t h e p h y s i c a l s t r u c t u r e , c o m p o s i t i o n a n d m o r p h o l o g y
o f F + R N A p h a g e s c l o s e l y r e s e m b l e t h o s e o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s T h e e x t e n t t o w h i c h
c o l i p h a g e s a r e r e l i a b l e i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s b y s l u d g e t r e a t m e n t p r o c e s s e s s u c h
a t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n h a s n o t b e e n d e t e r m in e d
G e n e r a l O b j e c t i v e s
T h i s s t u d y e x a m i n e d m a l e - s p e c i f i c (F + ) c o l i p h a g e i n a c t i v a t i o n i n a l a b - s c a l e
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r a n d t h e p o t e n t i a l u s e o f t h e s e p h a g e s a s a n i n d i c a t o r o f
p a t h o g e n r e d u c t i o n i n t h e r m a l p r o c e s s e s t o m e e t C l a s s A b i o s o l i d r e q u i r e m e n t s B e c a u s e o f
o b s e r v e d b i - p h a s i c i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s i n t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n s t u d i e s (A i t k e n
e t a l . 2 0 03 ) , F + c o l i p h a g e s i n r a w a n d t r e a t e d s l u d g e s w e r e f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d a s e i t h e r F +
D N A o r F + R N A
,
a n d t h e F + R N A c o l i p h a g e s w e r e f u r t h e r i d e n t i f i e d a n d c h a r a c t e r i z e d a s t o
w h i c h g r o u p t h e y b e l o n g e d G r o u p s I a n d I I I F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s w e r e i s o l a t e d
a n d c h a r a c t e r i z e d fr o m t h e u n t r e a t e d s l u d g e (f e e d ) , t h e r m o p h i l i c a l l y d i g e s t e d s l u d g e f r o m a
c o n t i n u o u s fl o w r e a c t o r , a n d f r o m t h e b i o s o l i d s e x p o s e d t o a t h e r m o p h i l i c t em p e r a t u r e f o r
v a r i o u s p e r i o d s o f t im e i n t h e b a t c h r e a c t o r . B e c a u s e o f e v i d e n c e t h a t t h e s e c o l i p h a g e s m a y
p o s s e s s d i f f e r e n t h e a t s e n s i t i v i t i e s , t h e i s o l a t e s w e r e f u r t h e r e v a l u a t e d fo r i n a c t i v a t i o n
k i n e t i c s i n a l a b - s c a l e h e a t e x p o s u r e e x p e r im e n t a t 5 3
"
C f o r 5 m i n u t e s a n d 6 0 m i n u t e s .
S p e c i f i c O b j e c t i v e s
1 E v a l u a t e t h e i n a c t i v a t i o n o f m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s b y t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c
d i g e s t i o n (T A D ) i n c o n t i n u o u s fl o w a n d b a t c h r e a c t o r s a t 5 1 , 5 3 , a n d 5 5
"
C
2 . D e t e r m i n e t h e i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s a t t h e r m o p h i l i c
t e m p e r a t u r e s i n b a t c h e x p e r im e n t s .
3 . I s o l a t e i n f e c t i o u s m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s f r o m u n t r e a t e d s l u d g e a n d t r e a t e d
b i o s o l i d s f r o m a l a b o r a t o r y t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r
4 . G e n o t y p e a n d / o r s e r o t y p e F + D N A i s o l a t e s a s F d , M l 3 , o r C H a n d F + R N A i s o l a t e s
a s g r o u p I , I I , I I I , o r I V .
4 E v a l u a t e F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s e n s i t i v i t y t o 5 3
°
C f o r 5 m i n u t e s a n d 6 0
m i n u t e s
5 C h a r a c t e r i z e t h e i d e n t i t i e s o f t h e h e a t - r e s i s t a n t a n d h e a t - s e n s i t i v e m a l e - s p e c i f i c
b a c t e r i o p h a g e f r a c t i o n s o c c u r r i n g i n i n a c t i v a t i o n r a t e e x p e r im e n t s i n t h e d i g e s t e d
b i o s o l i d s
6 . D e t e r m i n e i f p a r t i c u l a r g r o u p s o r t y p e s o f F + R N A o r F + D N A c o l i p h a g e s c o u l d
s e r v e a s u s e fu l i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n r e du c t i o n s i n P r o c e s s e s t o F u r t h e r R e d u c e
P a t h o g e n s (P F R P ) b a s e d o n t h e i r i n a c t i v a t i o n r a t e s i n t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c
d i g e s t i o n a n d t h e r m a l i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s
I I R E V I E W O F T H E L I T E R A T U R E
P r im a r y a n d S e c o n d a r y T r e a t m e n t a n d t h e C r e a t i o n o f S l u d g e
W h e n r a w s e w a g e fi r s t a r r i v e s a t t h e P O T W , i t u s u a l l y p a s s e s t h r o u g h a s c r e e n i n g
d e v i c e , c o n s i s t i n g o f a s e r i e s o f m e t a l b a r s , t o r e m o v e l a r g e o b j e c t s t h a t h a v e e n t e r e d t h e
s e w e r p i p e s a n d m i g h t d a m a g e c o m p o n e n t s o f t h e P O T W T h e s e w a g e t h e n fl o w s i n t o a g r i t
c h a m b e r , w h e r e p a r t i c l e s r o u g h l y t h e s i z e a n d d e n s i t y o f s a n d g r a i n s s e t t l e o u t R e m o v a l o f
t h i s c o a r s e g r i t i s i n t e n d e d t o p r o t e c t t h e p u m p s i n t h e r e s t o f t h e s y s t e m W i t h l a r g e o b j e c t s
a n d g r i t t h u s r e m o v e d , t h e s e w a g e i s p u m p e d t o a p r im a r y s e t t l i n g t a n k o r p r i m a r y c l a ri f i e r .
I n a t y p i c a l t r e a t m e n t p l a n t , m u c h o f t h e fl o w t h r o u g h t h e r e s t o f t h e s y s t e m i s b y g r a v i t y
(N A S 19 9 6 ; L a w s 2 0 0 0 )
I n t h e p r im a r y s e t t l i n g t a n k , s e t t l e a b l e o r fl o a t a b l e s o l i d s a r e r e m o v e d f r o m t h e
s e w a g e d u r i n g a p e r i o d o f a b o u t 3 h o u r s . T h e t a n k m a y b e c i r c u l a r o r r e c t a n g u l a r I n a
c i r c u l a r t a n k
,
t h e s e w a g e e n t e r s a t t h e c e n t e r a n d s l o w l y fl o w s t o th e e d g e w h e r e i t e x i t s
u n d e r a b a f fl e I n a r e c t a n g l e t a n k , t h e s e w a g e e n t e r s a t o n e e n d a n d e x i t s a t t h e o t h e r So l i d
m a t e r i a l s t h a t fl o a t t o t h e s u r f a c e d u r i n g t h e r e s i d e n c e t im e o f t h e s e w a g e i n t h e t a n k a r e
r e m o v e d b y a m e c h a n i c a l s k im m i n g d e v i c e t h a t p u s h e s fl o a t i n g o b j e c t s t o a h o p p e r , f r o m
w h i c h t h e y a r e p u m p e d i n t o t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r T h e b o t t o m o f t h e t a n k i s i n c l i n e d , a n d a
s im i l a r m e c h a n i c a l d e v i c e m o v e s t h e s l u d g e t h a t a c c u m u l a t e s o n t h e b o t t o m t o w a r d t h e
d e e p e s t p a r t o f t h e t a n k , w h e r e i t i s d r a w n o f f a n d u s u a l l y i s p u m p e d t o t h e a n a e r o b i c
d i g e s t e r T h e m a t e r i a l s k i m m e d f r o m t h e s u r f a c e a n d f r o m t h e b o t t o m o f t h e p r i m a r y t a n k i s
c a l l e d t h e p r im a r y s l u d g e T r e a t m e n t i n v o l v i n g n o m o r e t h a n r e m o v a l o f t h i s p r i m a r y s l u d g e
i s t e r m e d p ri m a r y s e w a g e t r e a t m e n t I t i s r e q u i r e d b y f e d e r a l l a w t h a t a P O T W o p e r a t i n g
w i t h p ri m a r y t r e a t m e n t o n l y , m u s t r e m o v e a t l e a s t 3 0 % o f t h e B O D a n d S S f r o m t h e s e w a g e
(L a w s 2 0 0 0 )
P h a g e r e m o v a l i s f a i r l y l o w a n d e r r a t i c d u r i n g t h e s c r e e n i n g , g ri t c h a m b e r , a n d
p r im a r y s e d im e n t a t i o n p r o c e s s e s H e r e , m o s t v i r u s e s i n t h e s e w a g e a r e r e d u c e d b y s e t t l i n g
w i t h o n l y 0 - 3 0 % e f f i c i e n c y T h e m a j o ri t y o f t h e v i r u s e s r e m a i n i n t h e p r i m a r y e f f l u e n t , b u t
t h o s e e n t e r i n g t h e s l u d g e c a u s e t h e s l u d g e t o h a v e a h i g h e r v i r u s c o n c e n t r a t i o n t h a n t h e r a w
s e w a g e . I n o n e e x p e r i m e n t i n w h i c h p h a g e f 2 w a s s e e d e d i n t o t h e w a s t e w a t e r t h e m e a n
p h a g e r e d u c t i o n w a s 3 7 1% (2 7 8 - 5 4 2 % ) i n 2 . 5 m i l l i o n g a l l o n s / d a y b y p r i m a r y t r e a t m e n t
(B i t t o n 1 9 8 7 ) .
I f s e c o n d a r y t r e a t m e n t i s u s e d , t h e e f f l u e n t fr o m t h e p ri m a r y t a n k f lo w s i n t o a s e c o n d
t a n k w h e r e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a r e u s e d t o r e m o v e m u c h o f t h e B O D i n t h e e f f lu e n t . H e r e ,
o r g a n i s m s i n t h e t a n k c o n s u m e t h e o r g a n i c s u b s t a n c e s i n t h e p r i m a r y e f f l u e n t I n t h i s
p r o c e s s , t h e c o n s u m e r o r g a n i s m s g r o w a n d m u l t i p l y , w h i l e l a r g e p e r c e n t a g e s o f t h e o r g a n i c
s u b s t a n c e s a r e r e s p i r e d A s a r e s u l t , t h e a m o u n t o f p o t e n t i a l l y o x i d i z a b l e m a t e ri a l i n t h e
w a s t e i s g r e a t l y r e d u c e d T h e e f f lu e n t f r o m t h i s t r e a t m e n t p r o c e s s c o n s i s t s i n p a r t o f t h e
o r g a n i s m s t h a t h a v e b e e n f e e d i n g o f f t h e o r g a n i c w a s t e s . M o s t o f t h e b i o m a s s o f t h e s e
o r g a n i s m s c a n b e r e m o v e d b y t r a n s f e r ri n g t h e e f f l u e n t i n t o a s e c o n d a r y s e t t l i n g t a n k o r
c l a r i fi e r T h e r e t h e b i o m a s s s e t t l e s t o t h e b o t t o m i n t h e f o r m o f a f l o e a n d i s r e m o v e d i n a
m a n n e r s i m i l a r o r i d e n t i c a l t o t h a t e m p l o y e d i n t h e p ri m a r y t a n k A p o r t i o n o f t h e s e c o n d a r y
s lu d g e i s t h e n r e m o v e d f o r s e p a r a t e t r e a tm e n t a n d d i s p o s a l , w h i l e t h e r e m a i n d e r i s r e c y c l e d
(L a w s 20 0 0 )
I n t h e a c t i v a t e d s l u d g e p r o c e s s , p h a g e s m a y b e r em o v e d t h r o u gh : a d s o r p t i o n t o o r
e m b e d d i n g w i t h i n f l o e s , i n a c t i v a t i o n b y s e w a g e b a c t e r i a , o r i n g e s t i o n b y p r o t o z o a . T h e
s e c o n d a r y t r e a t m e n t s t e p e f f i c i e n t l y i n a c t i v a t e s p h a g e s , n o r m a l l y s h o w i n g g r e a t e r t h a n 9 0%
r e d u c t i o n o f i n f e c t i v i t y . O n e s t u d y o f p h a g e r e m o v a l t h r o u g h a c t i v a t e d s l u d g e f o u n d t h e
e f f i c i e n c y r a n g e b e t w e e n 9 6 - 9 7 . 3 % , w h i l e t h e e n t e r o v i r u s e s a v e r a g e d 9 2 % r e m o v a l
e f fi c i e n c y (B i t t o n 19 8 7 ) . A d d i t i o n a l l y , w h e n p h a g e s a n d E . c o l i s a m p l e s w e r e m o n i t o r e d
w e e k l y f o r a o n e
-
y e a r p e r i o d , i t w a s d i s c o v e r e d t h a t p h a g e s w e r e r em o v e d t h r o u g h a c t i v a t e d
s l u d g e p r o c e s s e s e f fi c i e n t l y a n d w e r e b e t t e r g a u g e s o f e n t e r o v i r u s e s t h a n w a s E . c o l i .
T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t i o n
A n a e r o b ic d i g e s t i o n i s a m o n g t h e m o s t c o m m o n m e t h o d s o f t r e a t i n g p r im a r y s l u d g e
a n d t h e w a s t e b i o m a s s f r o m b i o l o g i c a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s s u c h a s a c t i v a t e d s l u d g e T h e
a n a e r o b i c d i g e s t e r i s a c l o s e d , u s u a l l y c y l i n d r i c a l t a n k , w h e r e i t p r o v i d e s f o o d f o r a s p e c i a l
c l a s s o f m i c r o o r g a n i s m s t h a t c a r r y o n t h e i r m e t a b o l i c a c t i v i t i e s i n t h e a b s e n c e o f o x y g e n , i . e
a n a e r o b i c a l l y . T h e p r o d u c t s o f t h e a n a e r o b i c d i g e s t e r a r e d i g e s t e d s l u d g e (b i o s o h d s ) , a
s u p e r n a t a n t fl u i d , a n d g a s e s T h e d i g e s t e d s l u d g e i s r e l a t i v e l y s t a b l e a n d i n o f f e n s i v e
c o m p a r e d t o t h e u n d i g e s t e d p r i m a r y a n d s e c o n d a r y s l u d g e s . F u r t h e r m o r e , i t s v o l u m e i s o n l y
a b o u t o n e - t h i r d t h a t o f t h e p r im a r y a n d s e c o n d a r y s l u d g e s T h i s r e d u c t i o n i n v o l u m e i s
a c h i e v e d b o t h b y t h e c o n v e r s i o n o f s o m e o f t h e o r g a n i c s i n t h e r a w s l u d g e t o g a s e s ,
(p ri m a r i l y m e t h a n e a n d c a r b o n d i o x i d e ) , b y a n a e r o b i c c a t a b o l i s m , a n d b y d e w a t e r i n g th e
s l u d g e t o r e d u c e i t s m o i s t u r e c o n t e n t . T h e r a w s l u d g e t y p i c a l l y h a s a m o i s t u r e c o n t e n t o f 9 4 -
9 9 % b y w e i gh t ( 1 - 6 p e r c e n t s o l i d s ) , a n d m o s t o f i t s v o l u m e i s d u e t o w a t e r (L a w s 2 0 0 0 )
T h e a n a e r o b i c d i g e s t e r i s i n v a r i a b l y h e a t e d t o s p e e d u p t h e m e t a b o h c r a t e o f t h e
m i c r o b e s F o r m e s o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n , o p e r a t i n g t e m p e r a t u r e s a r e u s u a l l y i n t h e
r a n g e o f 2 7
- 3 5
°
C . F o r t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n , o p e r a t i o n t em p e r a t u r e s a r e b e t w e e n




a l t h o u g h u s u a l l y t h e m a x im u m t e m p e r a t u r e i s n o m o r e t h a n 6 0
° C (Z h o u a n d
M a v i n i c 2 0 0 3 ) T h e m e t h a n e g a s p r o d u c e d i n t h e d i g e s t e r i s a d e q u a t e t o p r o v i d e f u e l t o h e a t
t h e d i g e s t e r t o t h e d e s i r e d t e m p e r a t u r e T h e e x c e s s m e t h a n e p r o d u c e d i n t h e d i g e s t e r i s
b u r n e d e i t h e r a s a w a s t e p r o d u c t o r o f t e n c o u p l e d t o t h e p r o d u c t i o n o f e l e c t r i c it y . T h e
s u p e r n a t a n t f l u i d f r o m t h e d i g e s t e r r e t a in s s o m e u n d e s i r a b l e a n d o bj e c t i o n a b l e p r o p e r t i e s
(h i g h o r g a n i c m a t t e r a n d o d o r ) a n d i s u s u a l l y r e c y c l e d t h r o u g h t h e s e c o n d a r y t r e a t m e n t
p r o c e s s . T h e o n l y p r o d u c t o f t h e d i g e s t e r t h a t r e q u i r e s d i s p o s a l i s t h e s t a b i l i z e d s l u d g e .
I n 1 9 9 3
,
U S E P A l a u n c h e d t h e n e e d f o r s p e c i a l d i s i n f e c t i o n o f b i o s o l i d s s u c h a s
d i g e s t e d s e w a g e s l u d g e b e f o r e i t c a n b e d e p o s i t e d o n a g r i c u l t u r a l l a n d s o r h a v e o t h e r l e s s
r e s t r i c t i v e d i s p o s a l o p t i o n s (U S E P A 19 9 9 ) M e s o p h i h c d i g e s t e d b i o s o l i d s a r e c l a s s i f i e d a s
C l a s s B q u a l i t y a n d h a v e v e r y r e s t r i c t e d u s e . S lu d g e d i g e s t i o n a t t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s
o r b y o t h e r a d v a n c e d p r o c e s s e s i s n e c e s s a r y t o m e e t n e w s t a n d a r d s f o r C l a s s A B i o s o l i d s t h a t
a l l o w f o r l a n d a p p l i c a t i o n a n d o t h e r l e s s r e s t r i c t i v e d i s p o s a l o p t i o n s
T h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n c a n b e c a r r i e d o u t e i t h e r a n a e r o b i c a l l y , o r a e r o b i c a l l y . L a r g e r
t r e a t m e n t f a c i l i t i e s t e n d t o o p e r a t e a n a e r o b i c a l l y (e g G r e a t e r V a n c o u v e r A n n a c i s I s l a n d
W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t
,
4 5 0 M L / d a y f l o w ) (K r u g a l e t a l 1 9 9 8 ; Z a b r a n s k a e t a l 2 0 0 3 )
Sm a l l e r o r m e d i u m s i z e f a c i l i t i e s t e n d t o o p e r a t e a e r o b i c a l l y ( e . g B r i t i s h C o l u m b i a
'
s
W h i s t l e r W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t , 1 2 . 5 M L / d a y f lo w ) (Z h o u a n d M a v i n i c 2 0 0 3 ) T h e
a d v a n t a g e o f t h e a n a e r o b i c d i g e s t i o n o f s l u d g e i s p r o d u c t i o n o f e n e r g y a s b i o g a s (Z a b r a n s k a
e t a l . 2 0 0 3 ) . T h e p r o d u c e d e n e r g y c a n n o t o n l y s u p p l y t h e e n e r g y n e e d e d f o r t h e s l u d g e
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t r e a t m e n t b u t a l s o p r o v i d e a s u b s t a n t i a l p a r t o f t h e e n e r g y u s e d b y t h e w h o l e t r e a t m e n t p l a n t
T h e t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e r a n g e o f t h e a n a e r o b i c p r o c e s s b r i n g s a h i gh e r e f f ic a c y i n t h e
d e g r a d a t i o n o f o r g a n i c m a t t e r a s s o c i a t e d w i t h a h i g h e r b i o g a s p r o d u c t i o n a n d a l o w e r c o n t e n t
o f v o l a t i l e s o l i d s i n t h e di g e s t e d s l u d g e , w h i c h r e p r e s e n t s a l e s s e r a m o u n t o f o u t p u t s t a b i l i z e d
s l u d g e w i t h b e t t e r h y g i e n i c q u a l i t y (Z a b r a n s k a e t a l . 2 0 0 3 ) .
T h e o p e r a t i o n a l t e m p e r a t u r e o f t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n (T A D ) i s u s u a l l y
5 5
°
C I m p o r t a n t r e a s o n s f o r a p p l y i n g t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s a r e t h e b e t t e r s a n i t i z i n g
e f f e c t o f t h e h i g h e r p r o c e s s t e m p e r a t u r e a n d t h e a b i l i t y t o u s e l o w e r r e t e n t i o n t im e s t h a n u s e d
f o r m e s o p h i h c d i g e s t i o n B y u p g r a d i n g e x i s t i n g m e s o p h i l i c d i g e s t e r s t o t h e t h e r m o p h i l i c
t e m p e r a t u r e r a n g e , t h e di g e s t i n g c a p a c i t y c a n b e d o u b l e d a n d c o n s i d e r a b l e r e d u c t i o n o f
p a t h o g e n c o n t e n t c a n b e o b t a i n e d (K r u g a l e t a l . 1 9 9 8 ; Z a b r a n s k a e t a l . 2 0 0 3 , Z a b r a n s k a e t a l
2 00 3 ) F o r p r a c t i c a l o p e r a t i o n o f f u l l - s c a l e p l a n t s , a t e m p e r a t u r e b e t w e e n 5 2 a n d 5 6
° C i s
p r e f e r a b l e , a l l o w i n g a s l i g h t v a r i a t i o n i n t h e t e m p e r a t u r e w i t h o u t f a t a l c o n s e q u e n c e s f o r s o m e
o f t h e a c t i v e m i c r o b e s (A h r i n g 19 9 4 ) . T h e s e t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s k i l l m o s t p a t h o g e n i c
b a c t e r i a a n d m o s t v i r u s e s H o w e v e r
,
s o m e h e a t - r e s i s t a n t v i r u s e s s u c h a s t h e p a r v o v i r u s w i l l
n o t b e k i l l e d a t a d i g e s t i o n t e m p e r a t u r e o f 5 5
°
C (L u n d e t a l 1 9 9 6 a n d B o r o v e c e t a l . 1 9 9 8 ) .
T h e r e fo r e
,
i n c r e a s e d d e m a n d s fo r p a t h o g e n k i l l d u r i n g a n a e r o b i c d i g e s t i o n o f s l u d g e c o u l d
i n c r e a s e t h e i n t e r e s t f o r d i g e s t i o n a t h i g h e r t e m p e r a t u r e s o f 6 0 - 6 5
"
C t o e n s u r e t h a t t h e
m a t e r i a l i s p r o p e r l y s a n i t i z e d f o r a l l o w i n g u n r e s t r i c t e d u s e a s a f e r t i l i z e r o n f a r m l a n d (A h r i n g
2 0 0 1)
I n a n e v a l u a t i o n o f a T A D a t L i o n s G a t e i n V a n c o u v e r , t h e y s u c c e s s f u l l y t r a n s i t i o n e d
f r o m a m e s o p h i l i c t o t h e r m o p h i h c p r o c e s s . T h e y f o u n d t h a t a t w o - s t a g e t h e r m o p h i l i c




c o n s i s t e n t l y p r o d u c e d b i o s o l i d s m e e t i n g t h e C l a s s A f e c a l
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c o l i f o r m (F C ) r e q u i r e m e n t s w i t h n o n - d e t e c t a b l e l e v e l s o f Sa lm o n e l l a b a c t e r i a . A f t e r t h e fi r s t
s t a g e , m e a s u r e m e n t s a v e r a g e s l i g h t l y a b o v e C a s s A l e v e l s o f F C o f 1 0 0 0 M PN /g T S a n d a f t e r
t h e s e c o n d s t a g e , F C m e a s u r em e n t s a r e r e l i a b l y b e l o w t h e f e c a l c o l i f o r m u p p e r l i m i t f o r
C l a s s A r e q u i r e m e n t s . V o l a t i l e s o l i d s d e s t r u c t i o n a n d m e t h a n e g a s p r o d u c t i o n w e r e s l i gh t l y
h i g h e r t h a n i n t h e p r e v i o u s m e s o p h i l i c o p e r a t i n g m o d e , a n d o p e r a t o r s r e p o r t e d t h a t
t h e r m o p h i l i c b i o s o l i d s a r e e a s i e r t o d e w a t e r a n d h a n d l e . T h e v i s u a l a p p e a l o f t h e
t h e r m o p h i l i c b i o s o l i d s a s a n a g r i c u l t u r a l a m e n dm e n t i s a l s o m u c h im p r o v e d , h a v i n g a l i g h t
g r a n u l a r t e x t u r e (K r u g a l e t a l 1 9 9 8 ) .
T h e s t a b l e a n d e f fi c i e n t o p e r a t i o n o f t h e t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r s t r o n g l y
d e p e n d s o n t h e a c fi v i t y o f a n a e r o b i c c o n s o r t i a i n t h e d i g e s t e r (Z a b r a n s k a e t a l 2 0 0 3 ) . T h e r e
i s a l a c k o f u n d e r s t a n d i n g o f t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n m i c r o o r g a n i s m s a c t i v e a t t h e
t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s c o m p a r e d t o m e s o p h i l i c t e m p e r a t u r e s . S e w a g e s l u d g e o r o t h e r
t y p e s o f w a s t e w i l l m a i n l y h o u s e m e s o p h i l i c m i c r o b e s i n c l u d i n g a n a e r o b e s (A h r i n g e t a l .
2 0 0 2 ) . H o w e v e r , t h e n u m b e r s o f t h e r m o p h i l e s a n d e s p e c i a l l y s o m e s p e c i fi c g r o u p s s u c h a s
a c e t a t e - u t i l i z i n g m e t h a n o g e n s , p r o p i o n a t e - d e g r a d e r s o r c e l l u l o s e - d e g r a d e r s w i l l o f t e n b e v e r y
l o w o r t h e s e g r o u p s c a n e v e n b e m i s s i n g i n t h e w a s t e (A h r i n g 19 9 4 ) . T h e o c c u r r e n c e o f
t h e r m o p h i l e s w i l l d e p e n d u p o n t h e h i s t o r y o f t h e w a s t e m a t e r i a l a n d t h e r e f o r e s o m e m a t e r i a l
w i l l s o m e t i m e s h a v e u n p r e d i c t a b l y h i g h n u m b e r s o f , f o r i n s t a n c e , t h e i t n o p h i l i c m e t h a n o g e n s
(A h r i n g 2 0 0 2 ) .
C l a s s A B i o s o l i d s a n d L a n d A p p l i c a t i o n o f S e w a g e S l u d g e
A s s t a t e d a b o v e , t h e r e i s c o n s i d e r a b l e m o t i v a t i o n f o r a p p l y i n g s l u d g e t o l a n d T h e
E P A fi r s t p r o m u l g a t e d c r i t e r i a f o r l a n d a p p l i c a t i o n o f s e w a g e s l u d g e t o c r o p l a n d i n 1 9 7 9 , a n d
c u r r e n t s t a n d a r d s f o r t h e u s e a n d d i s p o s a l o f s e w a g e s l u d g e w e r e i n s t i t u t e d i n 1 9 9 3 (U S E P A
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199 9 ), w h i c h a r e c o m m o n l y r e f e r r e d t o a s t h e
"
P a r t 5 0 3 Sl u d g e R u l e .
"
T h i s r u l e p u t s s l u d g e
i n t o o n e o f t w o c a t e g o r i e s : C l a s s A a n d C l a s s B . C l a s s A s l u d g e i s s a f e f o r d i r e c t c o n t a c t a n d
c a n b e u s e d i n a n u n r e s t r i c t e d m a n n e r H o w e v e r , C l a s s B s l u d g e i s o f l e s s e r q u a l i t y a n d i t s
u s e i s r e g u l a t e d w i t h m o r e s t ri n g e n t s t a n d a r d s p e r t a i n i n g t o t h e l im i t a t i o n s o f d i s p o s a l o p t i o n s
a n d r e s t r i c t i o n s o n a c c e s s o r c o n t e n t . T h e g e n e r a l c ri t e r i a f o r p a t h o g e n s a n d f e c a l c o l i f o n n s
i n C l a s s A b i o s o h d s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 .
T a b l e 1 . P a t h o g e n a n d I n d i c a t o r C r i t e r i a f o r C l a s s A B i o s o l i d s
I t e m C r i t e r i o n
V i a b l e h e l m i n t h e s o v a < 1 p e r 4 g d r y s o l i d s
E n t e ri c v i r u s e s < 1 p e r 4 g d r y s o l i d s
S a l m o n e l l a s p e c i e s < 3 c f u p e r 4 g d r y s o l i d s
F e c a l c o l i f o r m < 1 , 0 0 0 p e r g s o l i d s
B e c a u s e s l u d g e i s a p o t e n t i a l s o u r c e o f n u t r i e n t s a n d a g o o d s o i l c o n d i t i o n e r , l a n d
a p p l i c a t i o n o f s e w a g e s lu d g e i s a v e r y p r a c t i c a l a n d d e s i r a b l e m e a n s o f d i s p o s a l C u r r e n t l y
a b o u t 6 0 % o f t h e m u n i c i p a l s e w a g e s l u d g e i n t h e U S i s n o w l a n d a p p l i e d (N A S 2 0 0 2 ) O n e
im p o r t a n t c o n s i d e r a t i o n i n t h e l a n d a p p l i c a t i o n o f s l u d g e i s t h e f a c t t h a t s l u d g e c a n b e
t r a n s p o r t e d e c o n o m i c a l l y m u c h g r e a t e r d i s t a n c e s t h a n w a s t e w a t e r F o r e x a m p l e . N e w Y o r k
C i t y
'
s t r e a t e d s l u dg e i s c u r r e n t l y s h i p p e d t o n o r t h e a s t e r n T e x a s a n d e a s t e r n C o l o r a d o fo r
c r o p l a n d a p p l i c a t i o n . A n o t h e r c o n s i d e r a t i o n i s t h a t t h e u s e o f s e w a g e s l u d g e h a s b e e n v e r y
s u c c e s s f u l i n t h e r e s t o r a t i o n o f s t ri p
- m i n e d l a n d . E s t a b l i s h i n g v e g e t a t i o n o n s u c h l a n d i s
e x t r e m e l y d i f f i c u l t d u e t o t h e l a c k o f n u t ri e n t s , l o w o r g a n i c m a t t e r c o n t e n t , l o w p H , l o w
w a t e r r e t e n t i o n a n d t o x i c l e v e l s o f m e t a l s i n t h e s o i l (N A S 19 9 6 ) S e w a g e s l u d g e o v e r c o m e s
t h e s e d i f fi c u l t i e s . G i v e n t h e p r e s e n t a n d f u t u r e a n t i c i p a t e d e x t e n t o f s t ri p m i n i n g a c t i v i t y , i t
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s e em s l i k e l y t h a t a l a r g e p e r c e n t a g e o f t h e s l u d g e g e n e r a t e d i n t h e U S . c o u l d b e u s e d f o r t h i s
p u r p o s e f o r m a n y y e a r s
C r o p y i e l d s o n l a n d f e r t i l i z e d w i t h s l u d g e o f t e n e x c e e d t h o s e o b t a i n e d w i t h
c o m m e r c i a l f e r t i l i z e r (N A S 19 9 6 ) T h e r e f o r e , s e w a g e s l u dg e h a s c o n s i d e r a b l e p o t e n t i a l t o
p r o v i d e a g r o n o m i c b e n e f i t s w i t h o u t t h e u s e o r w i t h r e d u c e d u s e o f c o m m e r c i a l f e r t i l i z e r .
H o w e v e r , t h e r e a r e c o n c e r n s t h a t p a t h o g e n s , n i t r a t e , a n d h e a v y m e t a l s , s u c h a s l e a d a n d
c a d m i u m
,
w i l l c o n t a m in a t e g r o u n d w a t e r o r t h a t p a t h o g e n s w i l l b e t r a n s f e r r e d t o h u m a n s o r
g r a z i n g a n im a l s t h a t i n g e s t p l a n t s w i t h s l u d g e - c o n t a m i n a t e d s u r f a c e s (L a w s 2 0 0 0 )
T h e r e f o r e
,
t h e e x t e n t t o w h i c h t r e a t e d s l u d g e c o n t a i n s p a t h o g e n s w h e n l a n d a p p l i e d a n d t h e
a n a l y s i s a n d m a n a g em e n t o f t h e s e r i s k s i s n e e d e d i n o r d e r t o r e d u c e t h em t o a c c e p t a b l e
l e v e l s .
P o t e n t i a l E f f e c t s o f P a t h o g e n s
E x i s t i n g d a t a i n d i c a t e t h a t p a t h o g e n i c o r g a n i s m s (b a c t e r i a , v i r u s e s , o r p a r a s i t e s ) o c c u r
i n s e w a g e s l u d g e s a n d , f o r v a r y i n g t im e p e r i o d s , i n s l u d g e - a m e n d e d s o i l s . T h e r e i s a l a c k o f
e v i d e n c e o f d i s e a s e o u t b r e a k s f r o m b a c t e r i a a n d v i r u s e s d u e t o t h e a p p l i c a t i o n o f s e c o n d a r y ,
a c t i v a t e d
,
a n a e r o b i c a l l y d i g e s t e d , o r c h e m i c a l l y t r e a t e d s e w a g e w a s t e (K e l l e y e t a l . , 1 9 84 ;
N A S 2 0 0 2 ) . T h e s e o r g a n i s m s t e n d t o l o s e v i r u l e n c e o r b e c o m e i n a c t i v a t e d a f t e r t r e a t m e n t b y
t h e s e p r o c e s s e s a n d w i t h i n t h e s o i l e n v i r o n m e n t a s a r e s u l t o f e x p o s u r e t o s u c h fa c t o r s , a s
t e m p e r a t u r e , s u n l i g h t , s o i l p H , m o i s t u r e , t h e a v a i l a b i l i t y o f o r g a n i c m a t t e r , s o i l p a r t i c l e s , a n d
t h e p r e s e n c e o f t o x i c s u b s t a n c e s a n d c o m p e t i t i v e o r g a n i s m s . A c c o r d i n g t o s o m e e a r l i e r
a n a l y s e s o f t h e i s s u e , s l u d g e - b o r n e b a c t e r i a a n d v i r u s e s a r e n o t a s e r i o u s t h r e a t t o h e a lt h
b e c a u s e t h e s e p a t h o g e n s a r e p o o r c o m p e t i t o r s o u t s i d e t h e h o s t (K e l l e y e t a l . 1 9 8 4 ) .
H o w e v e r , m o r e r e c e n t a n a l y s e s s u p p o r t p r e v i o u s r e c o m m e n d a t i o n s t h a t p r e c a u t i o n a r y
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m e a s u r e s , e s p e c i a l l y b y p e r s o n s d i r e c t l y i n v o l v e d i n a p p l y i n g t h e s l u d g e t o l a n d (N A S 2 0 0 2 ) ,
a r e n e e d e d t o p r e v e n t a s e r i o u s o u t b r e a k o f d i s e a s e i n t h e f u t u r e I t h a s a l s o b e e n s u g g e s t e d
t h a t w a s t e s s h o u l d n o t b e a p p l i e d t o fo o d c r o p s d u ri n g t h e c u r r e n t g r o w i n g s e a s o n o r t o
a b o v e - g r o u n d c o r p s f o r 1 m o n t h b e f o r e h a r v e s t . A d d i t i o n a l l y , a n im a l s s h o u l d n o t b e a l l o w e d
t o g r a z e i n a n a r e a f o r 2 t o 3 w e e k s a f t e r w a s t e a p p l i c a t i o n (K e l l e y e t a l 1 9 8 4 ) . T h e f a c t o r s
t h a t i n fl u e n c e t h e r i s k s o f p a t h o g e n s i n s l u d g e t o b e l a n d a p p l i e d i n c l u d e t h e t y p e s a n d
p r o p e r t i e s o f t h e p a t h o g e n s t h e m s e l v e s T h e r e f o r e , t h e t y p e s o f p a t h o g e n s a n d t h e i r
p r o p e r t i e s s u c h a s s u r v i v a l u n d e r d i f f e r e n t e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s m u s t b e u n d e r s t o o d
H e lm i n t h e s
T h e p r i n c i p l e c o n c e r n w i t h t h e l a n d a p p l i c a t i o n o f b i o s o l i d s i s t h e p r e s e n c e o f p a r a s i t e
o v a a n d c y s t s , w h i c h t e n d t o b e c o m e c o n c e n t r a t e d i n t h e s l u d g e d u ri n g t h e p r o c e s s o f s e w a g e
t r e a t m e n t H e l m i n t h o v a a r e r e s i s t a n t t o t h e e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a n d w a s t e w a t e r t r e a t m e n t
p r o c e s s e s t h a t o f t e n r e d u c e t h e c o n c e n t r a t i o n o f b a c t e r i a a n d v i r u s e s i n s l u d g e . T h e p o t e n t i a l
f o r p a r a s i t i c d i s e a s e t r a n s m i s s i o n b y l a n d d i s p o s a l o f s e w a g e s l u d g e i s i m p o r t a n t b e c a u s e t h e
e n v i r o n m e n t a l f o r m s o f t h e s e o r g a n i s m s a r e e x t r e m e l y r e s i s t a n t a n d c a n p e r s i s t a n d r em a i n
i n f e c t i v e f o r l o n g p e r i o d s i n t h e s o i l (N A S 19 9 6 ; N A S 2 0 0 2 ) A s s e e n i n t h e t a b l e a b o v e , t h e
c o n c e n t r a t i o n s o f s u c h o v a i s o n e o f t h e p r i n c i p l e c ri t e r i a f o r d e t e r m i n i n g w h e t h e r s l u d g e i s
c l a s s i f i e d a s C l a s s A o r C l a s s B
H e l m i n t h e s o f g r e a t e s t c o n c e r n p r o d u c e i n f e c t i o u s c y s t s o r e g g s t h a t r e q u i r e a p e r i o d
o f d e v e l o p m e n t i n t h e e x t e r n a l e n v i r o n m e n t (a s o i l - t r a n s m i t t e d p a r a s i t e o r a n o n s p e c i f i c
i n t e r m e d i a t e h o s t ) a n d a s im p l e fe c a l - o r a l t r a n s m i s s i o n p a t h w a y C y s t s a n d e g g s p r o d u c e d
b y p a r a s i t i c s p e c i e s a r e q u i t e r e s i s t a n t t o d e s t r u c t i o n b y a d v e r s e e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s
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(N A S 19 9 6 ) a n d s e w a g e t r e a t m e n t p r o c e s s e s s u c h a s d i s i n f e c t i o n w i t h c h e m i c a l s s u c h a s
c h l o r i n e a n d o z o n e . A d d i t i o n a l l y , s e c o n d a r y t r e a t m e n t p r o c e s s e s , s u c h a s t r i c k l i n g fi l t r a t i o n ,
i n t e r m i t t e n t s a n d fi l t r a t i o n , a n d a c t i v a t e d s l u d g e , w i l l r e d u c e t h e n u m b e r s , b u t w i l l n o t
c o m p l e t e l y d e s t r o y t h e s e p a r a s i t i c f o r m s (K e l l e y e t a l 1 9 8 4 ; H a y s 1 9 7 7 ) . T h e m o s t
i m p o r t a n t f a c t o r a f f e c t i n g t h e s u r v i v a l o f a l l h e l m i n t h e g g s i s t e m p e r a t u r e , w i t h r a p i d
i n a c t i v a t i o n r e s u l t i n g f r o m t e m p e r a t u r e s b e l o w f r e e z i n g a n d a b o v e 4 5
"
C f o r a t l e a s t s o m e
t y p e s o f t h e m (B r o w n & R o o t S e r v i c e s 2 0 0 1) S t u d i e s h a v e s h o w n t h a t i r r a d i a t i o n o r
m a i n t e n a n c e o f 6 0
°
C t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m i n u t e s (K e l l e y e t a l . 1 9 8 4 ) i s n e c e s s a r y t o e n s u r e
d e s t r u c t i o n o f c y s t s a n d e g g s o f a l l t y p e s (H a y s 1 9 7 7 ) T h e m o r e t h e r m a l l y r e s i s t a n t
o r g a n i s m s s u c h a s C r y p t o sp o r i d i u m o o c y s t s a n d A s c a r i s o v a h a v e m u c h l o n g e r s u r v i v a l
t i m e s t h a n s o m e o t h e r p a r a s i t e s a n d c o n s e q u e n t l y p r o v i d e a r i s k o f i n f e c t i o n i f n o t a d e q u a t e l y
t r e a t e d (B r o w n & R o o t S e r v i c e s 2 0 0 1 ) .
B a c t e r i a
B a c t e r i a a r e o f t e n i n a c t i v a t e d b y h i g h t e m p e r a t u r e s H o w e v e r , d i f f e r e n t b a c t e r i a a r e
in fl u e n c e d d i f f e r e n t l y b y e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s a n d t h e e f f e c t d e p e n d s o n t h e t e m p e r a t u r e
i t s e l f M o s t o f t h e e n t e r i c b a c t e r i a o f c o n c e r n i n s l u d g e a r e c a p a b l e o f b e i n g i n a c t i v a t e d a t
t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s H o w e v e r , s o m e b a c t e r i a c a n p r o d u c e s p o r e s t h a t a r e e x t r e m e l y
r e s i s t a n t t o e n v ir o n m e n t a l s t r e s s e s O t h e r b a c t e r i a m a y p r o d u c e d o r m a n t s t a t e s w h e r e
m e t a b o l i c a c t i v i t y i s d e c r e a s e d a n d c e l l s i z e i s r e d u c e d t o a i d s u r v i v a l u n d e r c o n d i t i o n s o f
s t a r v a t i o n (B r o w n & R o o t S e r v i c e s 2 0 0 1 ) . A d d i t i o n a l l y t h e p r e s e n c e o f o t h e r
m i c r o o r g a n i s m s i n t h e e n v i r o n m e n t a f f e c t s t h e s u r v i v a l o f b a c t e r i a t h r o u g h p r e d a t i o n ,
c o m p e t i t i o n f o r n u t r i e n t s a n d a s a s o u r c e o f n u t r i e n t s
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P r o t o z o a
T h e m o s t c o m m o n e n t e r i c p r o t o z o a n p a r a s i t e s a s s o c i a t e d w i t h b i o s o h d s f r o m
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t a r e C r y p t o sp o r i d i u m a n d G i a r d i a . T h e y h a v e b e e n o b s e r v e d t o d i e
w i t h i n d a y s o f C l a s s B b i o s o Hd t r e a tm e n t , b u t t h e r e i s s t i l l l i t t l e r e s e a r c h o n t h e s u r v i v a l o f
t h e s e p a r a s i t e s i n b i o s o l id - a m e n d e d s o i l s (N A S 2 0 0 2 ) G e r b a e t a l . (2 0 0 2 ) n o t e d t h a t t h e y
a r e u n l i k e l y t o s u r v i v e m e s o p h i l i c d i g e s t i o n t em p e r a t u r e s o r t h e d r y i n g t h a t o c c u r s a f t e r l a n d
d i s p o s a l .
V i r u s e s
N e x t t o h e l m i n t h e s , e n t e r i c v i r u s e s m a y p r e s e n t t h e g r e a t e s t r i s k b e c a u s e o f t h e
r e s i s t a n c e t o i n a c t i v a t i o n b y h e a t b y s o m e o f t h e m M o s t f o o d o r w a t e r - b o r n e v i r u s e s a r e
m o r e r e s i s t a n t t o h e a t , d i s i n f e c t i o n , a n d p H c h a n g e s t h a n a r e m o s t v e g e t a t i v e b a c t e r i a .
N u m e r o u s s t vi d i e s h a v e a d d r e s s e d t h e s t a b i l i t y o f v i r u s e s u n d e r d i f f e r e n t c o n d i t i o n s , b u t l i t t l e
h a s b e e n d o n e t o s t a n d a r d i z e o r s y s t e m a t i c a l l y c o m p a r e t h e s e s t u d i e s . H o w e v e r , i t h a s b e e n
n o t e d t h a t o n e o f t h e m o s t i m p o r t a n t p a r a m e t e r s c o n t r o l l i n g v i r u s p e r s i s t e n c e i n t h e
e n v i r o n m e n t i s t e m p e r a t u r e
T h e v i r u s t y p e , s t r u c t u r e , a n d c o m p o s i t i o n o f t e n i n fl u e n c e d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y a n d
i n a c t i v a t i o n F o r e x am p l e , g l y c o p r o t e i n s , t y p i c a l l y o n t h e o u t e r s u r f a c e a n d t h e o u t e r
e n v e l o p e s o f e n v e l o p e d v i r u s e s a r e o f t e n l a b i l e t o d i s i n f e c t a n t s T h e e n v i r o n m e n t ( o r
m e d i u m ) i n w h i c h v i r u s e s a r e f o u n d a l s o i n fl u e n c e s t h e i r s e n s i t i v i t y t o t h e r m a l i n a c t i v a t i o n
(C r o c i 1 9 9 9 ; K o o p m a n s a n d D u i z e r 2 0 0 3 ) . A p r o t e i n e n v i r o n m e n t p r o t e c t s t h e v i r u s e s f r o m
t h e a c t i o n o f h e a t A d d i t i o n a l l y v i r u s s u r v i v a l c a n b e i n c r e a s e d i f t h e y a r e e m b e d d e d w i t h i n
o t h e r m a t e r i a l (w it h i n a m e m b r a n e ) , t h r o u g h a g g r e g a t i o n w i t h o t h e r v i r u s p a r t i c l e s , a n d
t h r o u g h a d s o r p t i o n t o o r g a n i c o r s o i l p a r t i c l e s w h e r e t h e y a r e p r o t e c t e d f r o m e n v i r o n m e n t a l
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i n fl u e n c e s (B r o w n & R o o t S e r v i c e s 2 0 0 1) . T a b l e 2 i s a r e v i e w o f t h e v a r i o u s v i r u s
i n a c t i v a t i o n t em p e r a t u r e s I t s t r o n g l y s t r e s s e s t h e n e e d fo r v i r u s s p e c i f i c s t u d i e s t o a d d r e s s
v i r u s i n a c t i v a t i o n H o w e v e r
,
i t i s a l s o im p o r t a n t t o r e c o g n i z e t h a t v i r u s i n a c t i v a t i o n b y h e a t
i s d e p e n d e n t o n b o t h t e m p e r a t u r e a n d c o n t a c t t i m e , a s w i l l b e d i s c u s s e d i n t h e n e x t s e c t i o n
b e l o w
T a b l e 2 . E n t e r i c V i r u s T h e r m a l I n a c t i v a t i o n C h a r t
V i r u s T e m p e r a t u r e / T i m e A c t i v i t y C i t a t i o n
E n t e r o v i r u s 4 2 ° C ( m o s t e n t e r o v i r u s e s ) I n a c t i v a t e d F i e l d s e t a l 19 9 6
P o l i o v i r u s 8 5 - 9 0
°
C / 1 m i n
(i n c o c k l e m e a t )
I n a c t i v a t e d S l o m k a a n d A p p le t o n
19 9 8
H e p a t i t i s A V i r u s 6 0
°
C / 6 0 m i n
8 5 - 9 0
°
C / 1 m i n
(i n c o c k l e m e a t )
7 0 ° C / 4 m i n , 7 5
°
C / 3 0 s e c ,
8 0
°
C / 5 s e c , 8 5
°
C / i n s t a n t ly
S t a b l e
I n a c t i v a t e d
I n a c t i v a t e d
F i e l d s 19 9 6
S l o m k a a n d A p p le t o n
19 9 8
B o r o v e c 19 9 8
R h i n o v i r u s
t y p e 3
- 12 , 15 , 1
t y p e 14 , 1 6 , 17
t y p e 13
,
19
6 0 ° C / 6 0 m m
5 0
°
C / 6 0 m i n
5 0 ° C / 6 0 m i n
5 0
°
C / 6 0 m in
L a b i l e
S t a b l e
P a r t i a l l y I n a c t i v a t e d
I n a c t i v a t e d
F i e ld s e t a l 19 9 6
F i e l d s 1 9 9 6
F i e ld s 1 9 9 6
F i e l d s 19 9 6
C a l i c i v im s




R e t a i n s I n f e c t i v i t y
I n a c t i v a t e d
F i e ld s 19 9 6
K o o p m a n s a n d D u i z e r
2 0 0 2
A s t r o v i r u s 6 0 ° C / 10 m i n I n a c t i v a t e d B o c k a n d W h e l a n 19 8 7
V i r u s I n a c t i v a t i o n K i n e t i c s
I n a d d i t i o n t o t h e i n a c t i v a t i o n t e m p e r a t u r e s o f v i r u s e s , t h e r e i s a l s o a c o n s i d e r a b l e r o l e
f o r c o n t a c t t im e . T h i s i s b e c a u s e t h e i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s a n d o t h e r m i c r o b e s i s a k i n e t i c
p r o c e s s t h a t c a n b e d e s c r i b e d i n t e r m s o f t h e e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n p e r u n i t o f t i m e a t a g i v e n
e x p o s u r e t em p e r a t u r e I t i s o f t e n a s s u m e d t h a t v i r u s e s a n d o t h e r m i c r o b e s a r e i n a c t i v a t e d a t a
c o n s t a n t r a t e a t a g i v e n t e m p e r a t u r e ; t h a t i s i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s a r e fi r s t
- o r d e r o r
e x p o n e n t i a l . H o w e v e r , t h e r e h a s b e e n a c o n s i d e r a b l e a m o u n t o f d i s c u s s i o n o v e r t h e
s i g n i f i c a n c e o f v a r i a t i o n s i n s u r v i v a l c u r v e s o f m i c r o o r g a n i s m s s u b j e c t e d t o t h e l e t h a l a c t i o n
o f p h y s i c a l a g e n t s ( i n t h i s c a s e , h e a t ) . F o r e x a m p l e , i t i s im p e r a t i v e f o r s c i e n t i s t s t o
u n d e r s t a n d a n d d e s c r i b e t h e r e l a t i o n s h i p b e t v v ' e e n t h e n u m b e r o f o r g a n i s m s s u r v i v i n g a n d t h e
d u r a t i o n o f t r e a tm e n t w i t h t h e d i s i n f e c t i n g a g e n t F i r s t - o r d e r k i n e t i c s w a s f i r s t d e s c r i b e d b y
C h i c k
'
s L aw t o i l l u s t r a t e t h e r a t e o f r e a c t i o n i s d i r e c t l y p r o p o r t i o n a l t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f
t h e r e a c t i n g s u b s t a n c e I t a s s u m e s a l l o r g a n i s m s a r e i d e n t i c a l a n d t h e i n a c t i v a t i o n r e s u l t s
f r o m a f i r s t o r d e r o r e x p o n e n t i a l r e a c t i o n T h i s f i r s t - o r d e r r e l a t i o n s h i p i s d e s c r i b e d
m a t h em a t i c a l l y b e l o w
F i r s t O r d e r K i n e t i c s i n a b a t c h s y s t e m :
d N / d T = - k N
w h e r e : N = n u m b e r (c o n c e n t r a t i o n ) o f o r g a n i s m s
T = t i m e
k = i s t h e p r o p o r t i o n a l i t y c o n s t a n t
d N / d T = th e r a t e o f c h a n g e o f c o n c e n t r a t i o n w i th t i m e





N o = i n i t i a l n u m b e r o f o r ga n i s m s a t t i m e T = 0
N t = n u m b e r o f o r g a n i s m s r e m a i n i n g a t t i m e
= T
A l s o :
I n N , /N o = - k T
F i g u r e 1 . F i r s t - O r d e r K i n e t i c s
I n m o s t g e n e r a l t e r m s , t h i s p r i n c i p l e s t a t e s t h a t t h e s u r v i v a l r a t i o i s a d e c r e a s i n g
(n e g a t i v e s l o p e ) e x p o n e n t i a l f u n c t i o n o f t im e (e
' '
) , f r o m w h i c h i t f o l l o w s t h a t t h e l o g a r i t h m
o f t h e s u r v i v a l r a t i o i s a s t r a i g h t l i n e w h e n p l o t t e d a g a i n s t t im e T h e r e l a t i o n s h i p in d i c a t e s
t h a t e a c h i n f e c t i o u s u n i t h a s t h e s a m e f i x e d p r o b a b i l i t y o f b e i n g i n a c t i v a t e d p e r u n i t t im e a n d
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im p l i e s t h a t ( i ) t h e v i r u s p r e p a r a t i o n i s h o m o g e n e o u s , a n d ( i i ) i n a c t i v a t i o n d o e s n o t r e q u i r e
c u m u l a t i v e d a m a g e (H i a t t 1 9 6 4 ; So b s e y 2 0 0 3 )
H o w e v e r
,
d e p a rt u r e s f r o m fi r s t - o r d e r k i n e t i c s a r e c o m m o n I t w a s o r i g i n a l l y
p o s t u l a t e d t h a t t h e d e v i a t i o n s f r o m t h e e x p o n e n t i a l l a w r e s u l t e d fi
"
o m h e t e r o g e n e i t y o f t h e
m i c r o o r g a n i s m s , o r f r o m m e c h a n i s t i c f a c t o r s , w h i c h a t t r i b u t e d t h e s e d e v i a t i o n s t o f a c t o r s
o p e r a t i n g d u r i n g t h e r e a c t i o n (H i a t t 1 9 6 4 ) T h e o t h e r t y p e s o f c u r v e s t h a t h a v e b e e n s e e n a r e
k n o w n a s r e t a r d a n t c u r v e s (
"
t a i l i n g e f f e c t
"
o r d e c l i n i n g i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o v e r t i m e ) a n d
s h o u l d e r c u r v e s (
" m u l t i h i t k i n e t i c s
"
o r a n i n i t i a l s l o w r a t e o f i n a c t i v a t i o n , f o l l o w e d b y a
fa s t e r r a t e ) (So b s e y 2 0 0 3 ; M a i e r 2 0 0 0 ) .
T h e r e t a r d a n t c u r v e c a n b e i l l u s t r a t e d a s a
"
t a i l i n g e f f e c t
"
o r d e c r e a s e i n i n a c t i v a t i o n
r a t e a s t i m e i s e x t e n d e d T h e c h a n g e i n s l o p e m a y b e a b r u p t o r g r a d u a l . T a i l i n g e f f e c t s
w h i c h d o n o t o c c u r u n t i l t h e s u r v i v a l r a t i o i s l e s s t h a n 1 0
" ^
o r 1 0
'
'^
a r e l i k e l y t o b e d i f f i c u l t o r
i m p o s s ib l e t o e x p l a i n , f o r t h e r e a r e m a n y i n d e t e r m i n a t e f a c t o r s w h ic h m i gh t e x t e n d t h e
l o n g e v i t y o f o n e o r m o r e v i r u s p a rt i c l e s o u t o f e a c h 10 0 , 0 0 0 o r m i l l i o n o r i g i n a l l y p r e s e n t I t
h a s o f t e n b e e n a t t r i b u t e d t o p h y s i c a l f a c t o r s s u c h a s a g g r e g a t i o n , a d s o r p t i o n t o w a l l s o f t h e
v e s s e l , o r p r e s e n c e i n a e r o s o l d r o p l e t s a b o v e t h e s u r f a c e o f t h e l i q u i d , w h i c h m i g h t p r o t e c t






o r g r e a t e r H o w e v e r , i t h a s b e e n p o s t u l a t e d t h a t i n f e c t i o u s p a rt i c l e s m a y d e v e l o p a
r e s i s t a n c e t o t h e i n a c t i v a t i n g p r o c e s s a s t h e r e a c t i o n p r o c e e d s (H i a t t 1 9 6 4 )
F u rt h e r
,
t h e s h a p e o f t h e c u r v e m a y i n d i c a t e a n i n h e r e n t h e t e r o g e n e i t y o f t h e v i r u s o r
m o r e t h a n o n e p o p u l a t i o n o f v i r u s p r e s e n t F o r e x a m p l e , i n h e a t i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s ,
t h e r e m a y b e a s m a l l p r o p o rt i o n o f t h e r m a l l y r e s i s t a n t p a rt i c l e s t o a c c o u n t f o r t h e d e c r e a s e d
s l o p e o f t h e l a t t e r s e gm e n t s o f t h e s e c u r v e s . B e l o w i s a t w o - p o p u l a t i o n m o d e l t h a t m a y b e
2 0
u s e d t o d e s c r i b e t h e r e s u l t s o f h e a t i n a c t i v a t i o n e x p e r i m e n t s t h a t i l l u s t r a t e h e a t
- s e n s i t i v e o r
h e a t - r e s i s t a n t f r a c t i o n s o f t h e o r g a n i s m s (H i a t t 19 64 ; A i t k e n e t a l . s u b m i t t e d ) .
A tw o p o p u l a t i o n m o d e l m a y a p p e a r a s f o l l o w s :
C
i o t a l
~ C R + C s
C R
= t h e t o t a l c o n c e n t r a t i o n o f r e s i s t a n t o r g a n i s m s
C R o
= t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f r e s i s t a n t o r g a n i s m s
C s
= th e c o n c e n t r a t i o n o f s e n s i t i v e o r g a n i sm s
C s o
= t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f s e n s i t i v e o r g a n i s m s
I f , e a c h p o p u l a t i o n d e c a y i s b y f i r s t
- o r d e r k i n e t i c s :
C R
= C
R , o (e
" '





A n d :
C
, „ , a i
= C R . o (e
- ' ' "
) + C s
,
o (e




i s a s s u m e d d = 0 (i e N o d e t e c t a b l e d e c a y o f r e s i s t a n t o r g a n i sm s ), t h e n :
C t o t a i
~ C s
,
o ( e ) + C R _o
A n d :




T h e n :
C
i o t a i
~
C R o + (C q - C R
,
o )e
F i g u r e 2 . T w o
- P o p u l a t i o n M o d e l K i n e t i c s
H i a t t ( 1 9 6 4 ) s u g g e s t e d t h a t s u r v i v a l c u r v e s o f a t w o - c o m p o n e n t c h a r a c t e r f o r t h e r m a l
i n a c t i v a t i o n a r e o f t e n s e e n i n R N A v i r u s e s A n u m b e r o f f a c t o r s i n f lu e n c e i n a c t i v a t i o n
k i n e t i c s (t w o - p o p u l a t i o n o r f i r s t o r d e r ) o f v i r u s e s , s u c h a s a v i r u s
'
s t y p e , s t r u c t u r e a n d
c o m p o s i t i o n . F o r e x a m p l e , e n v e l o p e d v i r u s e s a r e t y p i c a l l y l a b i l e t o d i s i n f e c t a n t s , c a p s i d
s tm c t u r e s o r p r o t e i n s m a y c h a n g e i n c o n fo r m a t i o n , g l y c o p r o t e i n s o n t h e o u t e r s u r f a c e m a y b e
l a b i l e t o d i s i n f e c t a n t s , a n d t h e n u c l e i c a c i d t y p e (D N A , R N A , a n d n u m b e r o f s t r a n d s ) m a y
f a c t o r i n t o t h e i n a c t i v a t i o n r a t e o f v i r u s e s . A s s t a t e d o n e a r l i e r , t h e p h y s i c a l s t a t e o f t h e v i r u s
a l s o m a y i n f l u e n c e v i r u s i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s . Sp e c i f i c a l l y , v i r u s e s c a n a d s o r b t o l a r g e r
p a r t i c l e s ; v i r u s e s c a n a g g r e g a t e t o g e t h e r ; s m a l l p a r t i c l e s c a n a b s o r b t o t h e s u r f a c e o f t h e
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v i r u s ; a n d t h e v i r u s c a n b e e m b e d d e d w i t h i n o t h e r m a t e r i a l ( a m e m b r a n e o r o t h e r p a r t i c l e ) .
P r o t e c t i o n i s e n h a n c e d w i t h d e c r e a s i n g s i z e o f t h e m i c r o o r g a n i s m a n d i n c r e a s i n g p a r t i c l e
a v a i l a b i l i t y . T h e r e f o r e v i r u s e s a r e m o r e p r o t e c t e d t h a n l a r g e r b a c t e r i a
T h e m u l t i h i t c u r v e i s m a r k e d b y t h e a p p e a r a n c e o f a n i n i t i a l s h o u l d e r i n t h e s u r v i v a l
c u r v e a n d o f t e n i n d i c a t e s e i t h e r a c o m p l e x r e a c t i o n o r m e c h a n i s m b a s e d u p o n c u m u l a t i v e
d a m a g e . I n u n d e r s t a n d i n g t h e s e d a t a i t m a y b e i m p o r t a n t t o u n d e r s t a n d t h e n u m b e r o f
"
h i t s "
r e q u i r e d f o r i n a c t i v a t i o n o r t h e c r i t i c a l t a r g e t s i t e s r e q u i r i n g a
" h i t . " A d d i t i o n a l l y , t h e
m a g n i t u d e o r s i z e o f t h i s i n i t i a l s h o u l d e r m a y a l s o b e a f u n c t i o n o f t h e n u m b e r o f
" h i t s "
(m a g n i t u d e o f c u m u l a t i v e e f f e c t ) r e q u i r e d b e fo r e t h e n e x t c o m p o n e n t o f t h e k i n e t i c r e a c t i o n
w i t h t h e f a s t e r s l o p e i s d i s p l a y e d . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h i s m u l t i h i t c u r v e i s a l s o l i k e l y t o
o c c u r a s a r e s u lt o f v i r u s a g g r e g a t i o n (H i a t t 1 9 6 4 ; S o b s e y 2 0 0 3 ) .
B a c t e r i o p h a g e s a s I n d i c a t o r s o f T r e a t m e n t o f C l a s s A B i o s o l i d s
I n t r o d u c t i o n
I n 1 9 15 t h e fi r s t p h a g e , M i c r o c o c c u s p h a g e , w a s d i s c o v e r e d b y F W T w o r t T w o
y e a r s l a t e r , d
' H e r e l l e d i s c o v e r e d t h e S h ig e l l a p h a g e B a c t e r i o p h a g e s w e r e i n i t i a l l y s t u d i e d i n
h o p e s o f p r o v i d i n g t h e r a p y t r e a t m e n t f o r b a c t e r i a l d i s e a s e s b e c a u s e o f t h e i r a b i l i t y t o k i l l
b a c t e r i a (G r a b o w 2 0 0 1 ) I t w a s n o t u n t i l 1 9 4 8 (G u e l i n ) t h a t t h e b a c t e r i o p h a g e s w e r e fi r s t
a dv o c a t e d a s a n i n d i c a t o r o f f e c a l c o n t a m i n a fi o n (A d am s 19 5 9 a n d A r m o n a n d K o t t 19 9 6 ) .
I n t h e 1 9 5 0 s
,
R o m a n i a n r e s e a r c h e r s s h o w e d S ty p h i a n d E c o l i b a c t e r i o p h a g e w e r e
c o r r e l a t e d w i t h e n v i r o n m e n t a l p o l l u t i o n i n gr o u n d w a t e r (A r m o n a n d K o t t 19 9 6 ) . S i n c e t h e n ,
t h e i d e a o f u s i n g b a c t e r i o p h a g e s a s i n d i c a t o r s h a s b e e n e x p l o r e d b y m a n y s c i e n t i s t s . M a l e
-
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s p e c i f i c c o l i p h a g e s a r e c u r r e n t l y b e i n g e x p l o r e d a s i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n r e m o v a l i n
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n , a p r o c e s s t h a t i s b e i n g p r o m o t e d t o p r o d u c e C l a s s A
b i o s o l i d s (A i t k e n e t a l s u b m i t t e d ) .
B a c t e r i o p h a g e s ( o r p h a g e s ) a r e v i r u s e s t h a t i n f e c t b a c t e r i a B a c t e r i o p h a g e s t h a t
i n f e c t E c o l i a n d o t h e r c o l i f o r m s
,
a s w e l l a s p o s s i b l y o t h e r m e m b e r s o f t h e
E n t e r o b a c t e r i a c e a e
,
a r c r e f e r r e d t o a s c o l i p h a g e s . V i r u s e s a r e i n t r a c e l l u l a r o b l i g a t e p a r a s i t e s
a n d t h e r e f o r e n e e d a h o s t , i n t h i s c a s e b a c t e r i a , t o g r o w a n d r e p l i c a t e A l l p h a g e s h a v e a
n u c l e i c a c i d g e n o m e , e i t h e r D N A o r R N A a n d e i t h e r s i n g l e - o r d o u b l e - s t r a n d e d , s u r r o u n d e d
b y a p r o t e i n c o a t m a d e o f m u l t i p l e c o p i e s o f o n e o r s e v e r a l d i s t i n c t p r o t e i n s c a l l e d p r o t o m e r s
(G r a b o w e t a l . , 2 0 0 1 ; So b s e y e t a l . 1 9 9 5 ) . S o m e p h a g e s h a v e a p o l y h e d r a l h e a d a n d a s p e c i a l
t a i l s t r u c t u r e p r o t r u d i n g f r o m t h e c a p s i d f o r a t t a c h m e n t t o a n d i n i t i a l i n f e c t i o n o f t h e h o s t
c e l l . B a s e d o n t h e i r m o d e o f i n t e r a c t i o n w i t h t h e s u r f a c e s t r u c t u r e o f t h e h o s t b a c t e r i u m , i t i s
t h o u g h t t h a t p h a g e s c a n b e c l a s s i f i e d i n t o t h r e e g r o u p s : t h o s e t h a t r e c o g n i z e t h e b a c t e r i u m
'
s
p o l y s a c c h a r i d e c a p s u l e ( c a p s u l e p h a g e s ) ; t h o s e t h a t r e c o g n i z e t h e b a c t e r i u m
'
s c e l l w a l l
( s o m a t i c p h a g e s ) ; a n d t h o s e t h a t r e c o g n i z e t h e b a c t e r i u m
'
s a p p e n d a g e s , s u c h a s t h e f l a g e l l a
o r p i l i (m a l e - s p e c i fi c p h a g e s ) (F u r u s e 1 9 8 7 )
A d d i t i o n a l d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e b a c t e r i o p h a g e f a m i l i e s a r e b a s e d o n t h e
c o m p l e x i t y a n d c o n t r a c t i b i l i t y o f t h e t a i l , i f t h e r e i s o n e , a n d i t s d im e n s i o n r e l a t i v e t o t h e
c a p s i d a s w e l l a s o t h e r m o r p h o l o g i c a l , b i o c h e m i c a l a n d m o l e c u l a r p r o p e r t i e s . T h e r e a r e s i x
t a x o n o m i c g r o u p s o f c o l i p h a g e s . T h e s o m a t i c f a m i l i e s i n c l u d e My o v i r i d a e , Sty l o v i r i d a e a n d
P o d o v i r i d a e a n d M l c r o v i r i d a e . T h e fi r s t t h r e e a r e t h e t a i l e d b a c t e r i o p h a g e s c o n s i s t i n g o f a
c a p s i d o f c u b i c s y m m e t r y c o n t a i n i n g d s - D N A a n d a h e l i c a l t a i l M l c r o v i r i d a e h a s c u b i c
s y m m e t r y a n d s s - D N A T h e m a l e - s p e c i fi c p h a g e s a r e c o m p o s e d o f t h e L e v i v i r i d a e f a m i l y ,
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w h i c h a r e d e s c r i b e d b y t h e i r c u b i c s y m m e t r y a n d s s - R N A , a n d t h e I n o v i r i d a e - f a m i l y , a l o n g
( u p t o 1 9 0 0 n m ) fi l a m e n t o u s b a c t e r i o p h a g e w i t h m o r e o r l e s s fl e x i b l e r o d s a n d s s - D N A T h e
F + R N A c o l i p h a g e s c a n fi a r t h e r b e s u b d i v i d e d in t o t w o g e n e r a t h e l e v i v i r u s e s a n d
a l l o l e v i v i r u s e s a n d i n t o f o u r a n t i g e n i c o r g e n e t i c g r o u p s w h i c h a r e t h o u g h t t o v a r y i n t h e i r
o r i g i n s ( h u m a n o r a n i m a l ) a n d r e s i s t a n c e t o e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s . T h e F + D N A c o l i p h a g e s
h a v e r e c e i v e d l e s s a t t e n t i o n a s i n d i c a t o r s o f e n t e r i c v i r u s e s b e c a u s e t h e y a r e s o m e t i m e s l e s s
p l e n t i f u l t h a n F + R N A c o l i p h a g e s . T h e y a l s o d o n o t r e s e m b l e h u m a n e n t e r i c v i r u s e s
m o r p h o l o g i c a l l y , a n d t h e i r e c o l o g y i s p o o r l y u n d e r s t o o d (L e c l e r c 2 0 00 )
I n d i c a t o r C r i t e r i a
T h e c u r r e n t r e g u l a t i o n s t o m e e t C l a s s A s l u d g e o n l y c o n s i d e r e n t e r i c v i r u s e s ,
h e l m i n t h e s
,
a n d S a l m o n e l l a (o r c o l i f o r m s ) F u r t h e r m o r e , t h e r e g u l a t i o n s d o n o t n e c e s s a r i l y
a d d r e s s a l l hu m a n e n t e r i c v i r u s e s b e c a u s e t h e p e r f o r m a n c e c ri t e r i a o f t r e a t m e n t p r o c e s s e s a r e
b a s e d p r i m a r i l y o n t h e r e s p o n s e s o f p o l i o v i r u s e s a n d n o t o t h e r v i r u s e s . I n a d d i t i o n , s l u d g e
c o n t a i n s o t h e r b a c t e r i a p a t h o g e n s b e s i d e s S a l m o n e l l a a n d i t i s n o t c l e a r t h a t S a l m o n e l l a a r e
r e p r e s e n t a t i v e o f a l l o f t h e m . A s c a r i s o v a a r e t h e h e lm i n t h s t a r g e t e d b y t h e c u r r e n t
r e g u l a t i o n s , a n d a s f o r b a c t e r i a a n d v i r u s e s , i t i s n o t a d e q u a t e l y e s t a b l i s h e d t h a t t h e y a r e a
w o r s t c a s e a n d r e p r e s e n t a t i v e o f a l l p a r a s i t e s
B e l o w a r e t h e c r i t e r i a f o r s e l e c t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s fo r a n a l y s i s i n b i o s o l i d s o r
w a s t e w a t e r a n d t h e c r i t e r i a f o r a n i d e a l i n d i c a t o r
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C r i t e r i a f o r s e l e c t i o n o f m i c r o b e s i n b i o s o l i d s o r w a s t e w a t e r :
1 R e l i a b l e v i a b i l i t y a s s a y
2 W a t e r - r e l a t e d d i s e a s e c a u s i n g a g e n t s A l l s e l e c t e d p a t h o g e n s m u s t be f o u n d i n w a s t e w a t e r a n d s h o u l d b e
c a p a b l e o f t r a n s m i s s i o n v i a e x p o s u r e ( a i r b o r n e , w a t e r bo r n e , a n d c o n t a c t ) t o b i o s o l id s
3 E x t e n t o f e x i s t i n g da t a o n p r o b a b i l i t y o f s u r v i v i n g b i o s o l i d s t r e a t m e n t T he c h o s e n p a th o g e n s h o u ld ha v e
g r e a t e s t p r o ba b i l i t y o f s u r v i v i n g b i o s o l i d s t r e a tm e n t p r o c e s s e s (h e a t r e s i s t a n t )
4 E x te n t o f s u r v i v a l i n th e e n v i r o n m e n t T h e l o n g e r a p a t ho ge n s u r v i v e s i n th e e n v i r o n m e n t , th e g r e a t e r c h a n c e
o f i t s t r a n sm i s s i o n t o a s u s c e p t ib l e ho s t
(M o d i f i e d f r o m G e r ba f r o m N A S 2 00 2 )
C r i t e r i a f o r a n i d e a l i n d i c a t o r :
1 S h o u l d b e p r e s e n t w h e n p a t h o g e n s a r e p r e s e n t a n d a b s e n t w h e n p a t h o g e n s a r e a b s e n t
2 P e r s i s t e n c e a n d g r o w t h c ha r a c t e r i s t i c s o f t h e i n d i c a t o r s ho u ld b e s i m i l a r t o p a t h o g e n s
3 I n d i c a t o r s h o u ld n o t m u l t i p l y i n t he e n v i r o n m e n t
4 R a t i o b e t w e e n i n d i c a t o r a n d p a th o g e n s s h o u ld b e c o n s t a n t
5 I n d i c a t o r s h o u ld b e p r e s e n t i n g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n p a t h o g e n s i n c o n t a m i n a t e d w a t e r s
6 In d i c a t o r s h o u ld b e r e s i s t a n t o r m o r e r e s i s t a n t t o ad v e r s e e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s
,
d i s i n f e c t i o n a n d o t h e r
t r e a t m e n t p r o c e s s e s a s p a t h o g e n s
7 I n d i c a t o r s h o u ld b e n o n - p a th o g e n i c a n d e a s y t o q u a n t i f y
8 T e s t s f o r t h e i n d i c a t o r s h o u ld be e a s y a n d a p p l i c a b l e t o a l l t y p e s o f w a t e r
9 I n d i c a t o r l e v e l s s h o u ld be a s s o c i a t e d w i t h t h e l e v e l s o f i n f e c t i o n o r d i s e a s e r i s k s f r o m p a t ho ge n s
* M o d i f i e d f r o m G o y a l ( 19 8 3 ) f r o m ( S o b s e y e t a l 19 9 5 )
F i g u r e 3 . C r i t e r i a f o r S e l e c t i o n o f M i c r o b e s i n B i o s o l i d s o r W a s t e w a t e r a n d C r i t e r i a
f o r a n I d e a l I n d i c a t o r
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e r e i s c o n fu s i o n b e t w e e n t h e d e f i n i t i o n o f a n i n di c a t o r
o r g a n i s m a n d a n i n d e x o r g a n i s m i n m u c h o f t h e h t e r a t u r e F o r c o n s i s t e n c y p u r p o s e s , t h e
t e r m " i n d i c a t o r
"
w a s u s e d w h e n r e f e r r i n g t o t h e u s e f u l n e s s o f a n o r g a n i s m i n m o d e l i n g
p a t h o g e n r e du c t i o n s i n a w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s , s u c h a s t h e n n o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n
I n t h i s p a p e r , i t d o e s n o t im p l y o r i n d i c a t e f e c a l o r s e w a g e c o n t a m i n a t i o n
A r m o n a n d K o t t ( 1 9 9 6 ) s u m m a r i z e t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n a n i n d i c a t o r a n d i n d e x
o r g a n i s m T h e y s t a t e t h a t a n i n d i c a t o r o r g a n i s m i s a m o d e l t h a t p o r t r a y s s i m i l a r b e h a v i o r a l
c h a r a c t e r i s t i c s t o p a t h o g e n s , i l l u s t r a t e s t h e s a m e o r g r e a t e r r e s i s t a n c e t o e n v i r o n m e n t a l
s t r e s s e s
,
a n d c a n b e u s e d t o e v a l u a t e t h e e f f i c i e n c y o f t r e a t m e n t s A n i n d e x o r g a n i s m i s
d e s c r i b e d a s a n o r g a n i s m r e l a t e d t o p a t h o g e n i c m i c r o o r g a n i s m s b y a h e a l t h r i s k o r
o c c u r r e n c e o f i l l n e s s T h i s r e l a t i o n s h i p c a n b e d i r e c t o r i n d i r e c t , s u c h a s a n i n d e x o f f e c a l
p o l l u t i o n o r s e w a g e c o n t a m i n a t i o n . B a s e d o n t h e s e d e f i n i t i o n s w e w i l l r e f e r t o
b a c t e r i o p h a g e s a s a n
" i n d i c a t o r
"
o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s i n t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n
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S i n c e t h e b e g i n n i n g o f t h e c e n t u r y , v a r i o u s m i c r o o r g a n i s m s s u c h a s E c o l i ,
St e p t o c o c c u s f a e c a l is , a n d C l o s t r i d i u m p e r f r i n g e n s , h a v e b e e n u s e d a s i n d i c a t o r s o f w a t e r
p o l l u t i o n A s s e e n a b o v e , c o l i f o r m s a n d fe c a l c o l i f o r m s a r e s t i l l a c c e p t e d a s a n i n d i c a t o r o f
p a t h o g e n r e d u c t i o n s i n P F R P f o r C l a s s A b i o s o l i d s . H o w e v e r , i t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t
b a c t e r i a ( i e . c o l i f o r m s ) d i f f e r i n t h e i r r e s i s t a n c e t o e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s a n d s e w a g e o r
w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s , c o m p a r e d t o v i r u s e s (A r m o n a n d K o t t 1 9 9 6 ; L e c l e r c e t a l . 2 0 0 0 ;
N A S 19 9 6)
F i r s t , t h e m o r p h o l o g y o f b a c t e r i a i s d i f f e r e n t f r o m v i r u s e s . F o r e x am p l e , c o H f o r m s
a r e c e l l u l a r a n d v i r u s e s a r e a c e l l u l a r T h e a c e l l u l a r n a t u r e o f e n t e r i c v im s e s m a k e s t h e m l e s s
s u b j e c t t o e n v i r o n m e n t a l s t r e s s t h a n c o l i f o r m s T h u s e n t e r i c v i r u s e s t e n d t o s u r v i v e l o n g e r i n
t h e e n v i r o n m e n t t h a n d o b a c t e r i a (F u n d e r b u r g a n d S o r b e r 1 9 85 ) . A d d i t i o n a l l y , v i r u s e s a r e
s m a l l e r t h a n b a c t e r i a (L e c l e r c e t a l . 2 0 0 0 ) a n d c a r r y a c h a r g e o n t h e i r s u r f a c e t h a t w i l l a l l o w
t h e m t o r e a d i l y a d s o r b t o s o l i d s u n d e r t h e r i g h t i o n i c c o n d i t i o n s T h i s a d s o r p t i o n m a y a l s o
p r o t e c t v i r u s e s f r o m i n a c t i v a t i o n b e t t e r t h a n t h e u n a b s o r b e d b a c t e r i a T h u s t h e u l t i m a t e
d i s t r i b u t i o n o f v i r u s e s a n d b a c t e r i a i n w a t e r o r w a s t e w a t e r m a y b e d i f f e r e n t (F u n d e r b u r g a n d
S o r b e r 1 9 8 5 ) . H o w e v e r , E c o l i a n d f e c a l c o l i f o r m s c o n t i n u e t o b e e m p l o y e d b e c a u s e t h e y
c a n b e m o n i t o r e d f r e q u e n t l y , i n e x p e n s i v e l y , a n d w i t h s i m p l e , s p e c i f i c t e s t s T h e s e b a c t e r i a
m a y b e a m o r e a p p r o p r i a t e i n d i c a t o r o f e n t e r i c b a c t e r i a s u c h a s C a mp y l o b a c t e r , Sa lm o n e l l a ,
Sh i g e l l a , Y e r s i n i a , a n d V i b r i o t h a n e n t e r i c v i r u s e s , s u c h a s t h o s e b e l o n g i n g t o t h e
C a l i c i v i r i cl a e o r A d e n o v i r i d a e f a m i l i e s (S o b s e y e t a l . 1 9 9 5 ) .
I t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t F + R N A c o l i p h a g e s f i t m a n y o f t h e c r i t e r i a f o r v i r a l
i n d i c a t o r s . T h e s e v i r u s e s a t t a c h t o b a c t e r i a t h r o u g h r e c e p t o r s i t e s o n h a i r - l i k e s u r f a c e
a p p e n d a g e s o f t h e b a c t e r i a c a l l e d p i l i (L e c l e r c e t a l . 2 0 00 ) T h e p i l i a r e p r o d u c e d b y t h e
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b a c t e ri a o n l y w h e n t h e y g r o w a t h i g h e r t e m p e r a t u r e s (i . e . i n w a r m - b l o o d e d h o s t s ) .
P r e s u m a b l y b a c t e r i a w i t h p i l i o r i g i n a t e o n l y i n t h e i n t e s t i n e s o f w a r m b l o o d e d a n i m a l s (C o l e
e t a l 2 0 0 3 ) , a n d t h e r e f o r e t h e i r p r e s e n c e i n t h e e n v i r o n m e n t i s t a k e n a s e v i d e n c e o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n (So b s e y e t a l . 1 9 9 5 ) .
F + R N A c o l i p h a g e s s u p e r fi c i a l l y r e s e m b l e E n t e r o v i r u s e s (F am i l y P i c o m a v i r i d a e )
s u c h a s p o l i o v i r u s e s , c o x s a c k i e v i r u s e s a n d e c h o v i r u s e s b e c a u s e t h e y c o n s i s t o f s s
- R N A
s u r r o u n d e d b y a p r o t e i n c o a t , i c o s a h e d r a l s h a p e , a n d s m a l l s i z e (~ 2 5 n m d i a m e t e r ) . I t h a s
b e e n r e p o r t e d t h a t t h e tw o a r e a l m o s t i n d i s t i n g u i s h a b l e u n d e r t h e e l e c t r o n m i c r o s c o p e
(G r a b o w 2 0 0 1 ) F + R N A c o l i p h a g e s a r e t h u s e x p e c t e d t o e x h i b i t s im i l a r p e r s i s t e n c e a n d
s u r v i v a b i l i t y i n t h e e n v i r o n m e n t a n d th r o u g h t r e a tm e n t p r o c e s s e s a s e n t e r i c v i r u s e s s u c h a s
t h e e n t e r o v i r u s e s
,
n o r o v i r u s e s
,
a s t r o v i r u s e s a n d h e p a t i t i s A a n d E v i r u s e s (H a v e l a a r 19 9 3 ) I t
h a s a l s o b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t t h e s e m o r p h o l o g i c a l s im i l a ri t i e s m a y p o t e n t i a l l y b e u s e f u l
f o r i n d i c a t i n g e n t e r i c v i r u s r e m o v a l i n a c t i v a t e d s l u d g e t r e a t m e n t a n d o t h e r w a s t e t r e a t m e n t
p r o c e s s e s (F u n d e r b u r g a n d S o r b e r 1 9 8 5 ) .
A d d i t i o n a l l y , F + R N A c o l i p h a g e s c a n b e e n u m e r a t e d b y s i m p l e , i n e x p e n s i v e , p r e c i s e
m e t h o d s a n d r e s u l t s m a y b e a v a i l a b l e w i t h i n 6 - 8 h o u r s (D e b a r t o l o m e i s a n d C a b e l l i 1 9 9 1 ;
G e r b a 19 87 ; H a v e l a a r 1 9 8 7 ; F u n d e r b u r g a n d S o r b e r 1 9 8 3 ; L e c l e r c 2 0 0 0 ) . T h e y a r e
c o n s i s t e n t l y a b u n d a n t i n s e w a g e (m e a n > 1 0
^ /m l ; r a n g e : 1 0
^
- l OVm l ) a n d b o t h t r e a t e d a n d
u n t r e a t e d s e w a g e e f f lu e n t s , a n d s e w a g e - p o l l u t e d w a t e r s (D e b a r t o l o m e i s a n d C a b e l l i 19 9 1 ;
L e c l e r c e t a l 2 0 0 0 ; H a v e l a a r e t a l 1 9 9 0 ) . T h e y a r e a l s o c o n s i s t e n t l y m o r e r e s i s t a n t t o
i n a c t i v a t i o n b y e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a n d i n a c t i v a t i o n p r o c e s s e s t h a n t h e t r a d i t i o n a l f e c a l
b a c t e ri a {E c o l i , f e c a l s t r e p t o c o c c i , f e c a l c o l i f o r m s ) (H a v e l a a r 1 9 9 3 ) a n d t h e i r r e s i s t a n c e
a p p e a r s t o p a r a l l e l o r s l i g h t l y e x c e e d t h a t o f c u l t u r a b l e e n t e ri c v i r u s e s . A d d i t i o n a l l y , l i k e
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e n t e r i c v i r u s e s t h e y f a i l t o r e p l i c a t e i n t h e e n v i r o n m e n t a n d a l m o s t e x c l u s i v e l y o r i g i n a t e f r o m
t h e f e c e s o f h u m a n s a n d o t h e r w a r m - b l o o d e d a n im a s (G r a b o w 2 0 0 1 ; W o o d y a n d C l i v e r
1 9 9 5 ; So b s e y e t a l 1 9 9 5 ) .
P h a g e s c a n b e e a s i l y a n d c h e a p l y d e t e c t e d b y e i t h e r t h e s i n g l e o r d o u b l e a g a r l a y e r
p l a q u e m e t h o d s . T h e s e m e th o d s a r e s i m i l a r t o t h e s im p l e p o u r p l a t e m e t h o d s f o r b a c t e r i a
e x c e p t f o r t h e a d d i t i o n o f h o s t b a c t e r i a t o s u p p o r t v i r u s r e p l i c a t i o n t h a t l e a d s t o t h e
d e v e l o pm e n t o f d i s c r e t e p l a q u e s i n a n a l o g y t o b a c t e r i a l c o l o n i e s I n s a m p l e s w h e r e t h e i r
n u m b e r s a r e t o o l o w t o b e d e t e c t e d b y t h e s e p l a q u e m e t h o d s , p h a g e s c a n b e e n r i c h e d t o
p r o v i d e e n o u g h v i r u s e s f o r d i r e c t p l a t i n g a s s a y s , f o r e l e c t r o n m i c r o s c o p y e x a m i n a t i o n s ,
im m u n o a s s a y s o r m o l e c u l a r d e t e c t i o n . T h e s e m e t h o d s a l l o w p h a g e s t o b e q u a n t i f i e d
r e l a t i v e l y q u i c k l y (< 2 4 h o u r s ) , c o m p a r e d t o m e t h o d s u s e d t o e v a l u a t e m a n y in d i v i d u a l
h u m a n e n t e r i c v i r u s e s . F o r e x a m p l e , a n a l y s i s o f H e p a t i t i s A v i r u s i n f e c t i v i t y c a n t a k e o v e r a
w e e k f o r c e l l c u l t u r e a d a p t e d s t r a i n s a n d s e v e r a l w e e k s f o r f i e l d i s o l a t e s
M e t h o d s , s u c h a s h y dr o e x t r a c t i o n , c e n t r i f u g a t i o n , u l t r a f i l t r a t i o n , a d s o r p t i o n t o
p r e c i p i t a t e s (m a g n e t i t e - o r g a n i c f l o c c u l a t i o n ) a n d p r o c e d u r e s u s i n g m i c r o p o r o u s fi l t e r s , h a v e
b e e n d e v e l o p e d t o c o n c e n t r a t e h u m a n e n t e r i c v i n i s e s a s w e l l a s b a c t e r i o p h a g e s f r o m d i f f e r e n t
t y p e s o f w a t e r ( l A W P R C 19 9 1 ; A r m o n a n d K o t t 1 9 9 6 ) M o s t r e c e n t l y , m o l e c u l a r t e c h n i q u e s
f o r p h a g e d e t e c t i o n h a v e b e e n g a i n i n g u s e , b u t m a n y o f t h e m e t h o d s a r e s t i l l u n d e r
d e v e l o p m e n t a n d b e i n g e v a l u a t e d
W h i l e l i t e r a t u r e s t a t e s F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s a r e r a r e l y f o u n d i n h u m a n
f e c e s (L e c l e r c e t a l . 2 0 0 0 ; H a v e l a a r a n d H o g e b o o m 19 84 ; l A WP R C 19 9 1) , t h e y a r e
c o n s i s t e n t l y f o u n d i n h i g h c o n c e n t r a t i o n s i n r a w s e w a g e . T h i s d i s c r e p a n c y w i l l b e d i s c u s s e d
l a t e r b e l o w . W h i l e b o t h F + R N A a n d F + D N A p h a g e s h a v e b e e n f o u n d i n s e w a g e , t h e
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s a n i t a r y s i g n i f i c a n c e o f t h e F + D N A p h a g e s h a s n o t b e e n a s c l e a r l y d e t e r m i n e d a s t h a t f o r t h e
F + R N A c o l i p h a g e s (L e c l e r c e t a l . 2 0 0 0 ) I n p a r t , t h i s i s b e c a u s e t h e F + D N A p h a g e s h a v e
r e c e i v e d l e s s a t t e n t i o n t h a n F + R N A p h a g e s , p r o b a b l y d u e t o t h e i r d i f f e r e n t m o r p h o l o g i c a l l y
f r o m e n t e r i c v i r u s e s
,
a n d t h e i r e c o l o g y i s s t i l l u n c l e a r (L e c l e r c e t a l 2 0 0 0 ) .
T h e r e a s o n s f o r t h e d i f f e r e n c e i n i s o l a t i o n b e t w e e n h u m a n s a n d t h e h i g h e r n u m b e r s
f o u n d i n s e w a g e h a v e n o t b e e n r e s o l v e d (L e c l e r c e t a l 2 0 0 0 ) . A s p r e v i o u s l y n o t e d , s t u d i e s




p f u /m l i n r a w s w a g e (F u r u s e 1 9 8 7 ; H a v e l a a r 1 9 8 6 ,
1 9 9 0 ; l A WP R C 19 9 1 ; D e b a r t o l o m e i s a n d C a b e l l i 19 9 1) . T h e d i s c r e p a n c y b e t w e e n s t u d i e s
o n F + R N A c o l i p h a g e p r e s e n c e i n f e c e s v e r s u s s e w a g e m a y b e a t t r i b u t e d t o s e v e r a l f a c t o r s
O n e i s t h e l i k e l i h o o d t h a t t h e F + R N A c o l i p h a g e s s h e d b y t h e r a r e ( 1 - 5% p r e v a l e n c e )
i n f e c t e d o r c o l o n i z e d i n d i v i d u a l s u n d e r g o a c y c l e o f r e p l i c a t i o n i n a v a i l a b l e h o s t b a c t e r i a i n
f r e s h s e w a g e , t h e r e b y c r e a t i n g a r e l a t i v e l y h i g h a n d c o n s t a n t p r e s e n c e i n r a w s e w a g e . I n
a d d i t i o n
,
t h e i n c i d e n c e a n d s u r v i v a l o f p h a g e s i n f e c e s a n d s e w a g e i s s u b j e c t t o m a n y
v a r i a b l e s a n d t h e r e a r e d i f f e r e n t t e c h n i q u e s u s e d b y d i f f e r e n t l a b o r a t o r i e s t o e n u m e r a t e t h e
p h a g e s (G r a b o w 2 0 0 1 ) .
I t a l s o h a s b e e n p o s t u l a t e d t h a t t h e c o n d i t i o n s i n s e w a g e m a y p e r m i t e f f i c i e n t p h a g e
m u l t i p l i c a t i o n . H o w e v e r in f e c t i o n b y p h a g e s o f F + E c o l i h o s t c e l l s i s i n i t i a t e d b y
a t t a c h m e n t t o t h e F p i l i , w h i c h a r e s y n t h e s i z e d o n l y u n d e r c e r t a i n c o n d i t i o n s o f g r o w t h o f t h e
h o s t F p i l i a r e n o t p r o d u c e d b e l o w 2 5
" C (N o v o t n y a n d L a v i n 1 9 7 1 ) a n d a r e m a x i m a l l y
p r o d u c e d a t 3 7
- 4 2
°
C (H a v e l a a r 1 9 8 6 ; N o v o t n y a n d L a v i n 1 9 7 1 ) W o o d y a n d C h v e r ( 1 9 9 5 )
d e m o n s t r a t e d t h a t b e l o w 2 5 " C F - p i l u s s y n t h e s i s c e a s e s a n d F + R N A c o l i p h a g e Q/3 d i d n o t
r e p l i c a t e b e l o w t h i s t e m p e r a t u r e i n b a t c h c u l t u r e s F - p i l i a r e s y n t h e s i z e d b y e x p o n e n t i a l l y
gr o w i n g h o s t c e l l s , w i t h m a x im u m p i l i a t i o n o c c u r r i n g i n l a t e l o g a r i t h m i c g r o w t h s t a g e s . P i l i
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a r e l o s t a s c e l l s p r o g r e s s i n t o s t a t i o n a r y p h a s e . H o w e v e r , c o n d i t i o n s , e v e n i n s e w a g e , r a r e l y
i f e v e r m e e t r e q u i r e m e n t s f o r t h e p r o d u c t i o n o f f e r t i l i t y f im b r i a e , e s p e c i a l l y in c o o l e r
c l i m a t e s T h u s t h e d e p e n d e n c e o f F + R N A c o l i p h a g e s o n t e m p e r a t u r e a n d t e m p o r a l l y
r e g u l a t e d F
-
p i l i p r o d u c t i o n a n d p r e s e n c e r e s t r i c t s t h e r e p h c a t i o n o f t h e s e p h a g e s (W o o d y a n d
C l i v e r 1 9 9 5 ; G r a b o w e t a l . 1 9 9 5 ) . T h i s i s a n im p o r t a n t l im i t i n g f a c t o r f o r t h e i r r e p h c a t i o n
a n d im p l i e s t h a t f o r a l l p r a c t i c a l p u r p o s e s c o n t i n u e d o r s u s t a i n e d r e p l i c a t i o n o f m a l e - s p e c i f i c
p h a g e s i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s a n d s e w a g e i s u n l i k e l y (G r a b o w 2 00 1 ) . H o w e v e r , F + c e l l s
g r o w n a t t e m p e r a t u r e s a b o v e 3 0
"
C m a y r e m a i n p i l i a t e d w h e n r e l e a s e d i n t h e e n v i r o n m e n t
H a v e l a a r a n d P o t - H o g e b o o m ( 19 88 ) f o u n d t h a t F + R N A c o l i p h a g e g r o u p I I (G A ) c o u l d
m u l t i p l y a t 2 0
°
C i f t h e h o s t c e l l s w e r e g r o w n a t a h i gh e r t e m p e r a t u r e o f 3 7
°
C a n d t h e r e f o r e
h a d p i l i T h e s e r e s u lt s s u p p o r t t h e s u g g e s t i o n o f H a v e l a a r e t a l ( 1 9 8 6 ) t h a t m u l t i p l i c a t i o n
m a y o c c u r i n r a w s e w a g e w h e r e h o s t c e l l s o r i g i n a t i n g i n t h e h u m a n i n t e s t i n e s w e r e a d d e d t o
t h e s y s t e m F u r t h e r m o r e , i t s h o u l d b e n o t e d t h a t p h a g e s r e q u i r e a h o s t b a c t e r i a c o n c e n t r a t i o n




a n d i t i s n o t l i k e l y t h a t m u l t i p l i c a t i o n w i l l t a k e p l a c e a t e n v i r o n m e n t a l s i t e s o t h e r
t h a n t h e s e w e r a g e s y s t e m (l A WP R C 19 9 1 )
I t i s a d d i t i o n a l l y i m p o r t a n t t h a t a s u c c e s s f u l c a n d i d a t e i n d i c a t o r b e p r e s e n t w h e n t h e
p a t h o g e n i s p r e s e n t I n a s u r v e y o f a r a n g e o f w a s t e w a t e r s a n d r a w w a t e r s o u r c e s , F + R N A
p h a g e s h a v e b e e n f o u n d t o o u t n u m b e r c y t o p a t h o g e n i c e n t e r i c v i r u s e s b y a f a c t o r o f a b o u t 1 0 0
(G r a b o w 2 0 0 1 ) I n a n o t h e r s t u d y , S im k o v a a n d C e r v e n k a ( 19 8 1 ) c o m p a r e d c o l i p h a g e s t o
e n t e r i c v i r u s e s i n f o u r t y p e s o f w a t e r : s e w a g e , i r r i g a t i o n c h a n n e l s , r i v e r w a t e r s a n d w e l l s .
T h e y f o u n d s i m i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f c o l i p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s a n d n o t e d t h a t t h e
s e a s o n a l v a r i a t i o n f o r c o l i p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s f o l l o w e d t h e s a m e p a t t e r n (S o b s e y e t a l .
1 9 9 5 ) . S im i l a r fi n d i n g s h a v e b e e n r e c o r d e d b y G r a b o w ( 19 90 ) o n p h a g e s a n d v i r u s e s i n
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a d v a n c e d t r e a t m e n t t r a i n s f o r t h e d i r e c t r e c l a m a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r f r o m w a s t e w a t e r .
T h i s im p h e s t h a t t h e a b s e n c e o f F + R N A p h a g e s f r o m r a w a n d t r e a t e d w a t e r s u p p l i e s o f f e r s a
m e a n i n g f u l i n d i c a t i o n o f t h e a b s e n c e o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s (l A WP R C 19 9 1 ; G r a b o w
2 0 0 1 ) .
T h e i n d i c a t o r f l i n c t i o n o f b a c t e r i o p h a g e s r e q u i r e s t h a t t h e i r r e s i s t a n c e t o t r e a t m e n t
p r o c e s s e s b e s i m i l a r t o o r s l i g h t l y gr e a t e r t h a n t h a t o f t h e r e l e v a n t p a t h o g e n s M a n y
e x p e r im e n t s c o n f i r m e d t h a t t h e r e s i s t a n c e o f F + R N A c o l i p h a g e s t o u n f a v o r a b l e c o n d i t i o n s
a n d d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s r e s em b l e s o r e x c e e d s t h a t o f m o s t h u m a n e n t e r i c v i r u s e s (G r a b o w
19 9 0 ; l A WP R C , 1 9 9 1 ; H a v e l a a r e t a l 1 9 9 3 ) N a s s a r a n d O m a n ( 19 9 9 ) d e m o n s t r a t e d t h a t E .
c o l i h a v e g r e a t e r i n a c t i v a t i o n w h e n e x p o s e d t o a v a r i e t y o f e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s t h a n t h a t o f
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s A d d i t i o n a l l y , St e t l e r ( 19 84 ) i l l u s t r a t e d t h a t e n t e r i c v i r u s i s o l a t i o n s
f r o m a dr i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t p l a n t w e r e b e t t e r c o r r e l a t e d w i t h c o Hp h a g e s t h a n w i t h t o t a l
c o l i f o r m s
,
f e c a l c o l i f o n n s
,
f e c a l s t r e p t o c o c c i , o r s t a n d a r d p l a t e c o u n t o r g a n i s m s f r o m t h e
s o u r c e
, p o s t - s e d im e n t a t i o n , a n d p o s t - s a n d fi l t r a t i o n p r o c e s s e s .
H e a t I n a c t i v a t i o n o f B a c t e r i o p h a g e s
I n o r d e r t o u s e F + R N A c o l i p h a g e s i s a n i n d i c a t o r o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s i n
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n , i t i s i m p o r t a n t t o a s s e s s t h e i r t h e r m a l i n a c t i v a t i o n
p r o p e r t i e s V i r u s e s a r e c o m p o s e d o f n u c l e i c a c i d c o r e s e m b e d d e d w i t h i n p r o t e i n c a p s i d s ,
w i t h o r w i t h o u t e x t e r n a l e n v e l o p e s T h e n u c l e i c a c i d i s t h e g e n e t i c m a t e r i a l r e s p o n s i b l e f o r
t h e r e p l i c a t i o n o f v ir u s w i t h i n t h e h o s t c e l l s . E n v e l o p e s a n d c a p s i d s a r e p r o t e c t i v e s t r u c t u r e s
w h i c h a l s o p l a y r o l e s i n t h e i n i t i a t i o n o f v i r u s i n f e c t i o n b y a c t i n g a s r e c e p t o r s o f v i r u s
b i n d i n g s i t e s . I n f e c t i v i t y m a y b e l o s t e i t h e r b e c a u s e o f a n a l t e r a t i o n i n t h e v i r a l g e n o m e
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l e a d i n g t o f a i l u r e t o p r o d u c e n o r m a l v i r a l p r o g e n y o r b e c a u s e o f d am a g e t o t h e o u t e r l a y e r s o f
t h e v i r o n s , r e s u l t i n g i n f a i l u r e t o a t t a c h t o c e l l s , t o p e n e t r a t e , o r t o i n i t i a t e r e p l i c a t i o n a n d
m a t u r a t i o n (L u r i a 1 9 5 3 )
B l e i c h r o d t e t a l . ( 1 9 6 8 ) c o n c lu d e d h i g h e r t e m p e r a t u r e s m a y c a u s e d am a g e t o v i r a l
c a p s i d s b y e i t h e r d e n a t u r a t i o n , o r p r o t e i n d e s t r u c t i o n a n d i s d e p e n d e n t o n t h e s t r u c t u r e o f t h e
a d s o r p t i o n s i t e s (N a s s e r a n d O m a n 19 9 9 ) , o r m i c r o b i a l d e g r a d a t i o n w h i c h r e s u l t s i n t h e
l i b e r a t i o n o f t h e v i r a l R N A . L im s a w a t a n d O h g a k i ( 1 9 9 7 ) d em o n s t r a t e d t h a t t h e f r e e v i r a l
R N A i n w a s t e w a t e r c o u l d d i s a p p e a r i n a f e w m i n u t e s a f t e r b e i n g r e l e a s e d f r o m t h e QfS
c o l i p h a g e H o w e v e r , t h e p e r s i s t e n c e o f r e l e a s e d v i r a l n u c l e i c a c i d i n v a r i o u s e n v i r o n m e n t a l
m e d i a i s p o o r l y u n d e r s t o o d a n d s o m e e v i d e n c e i n d i c a t e s l o n g - t e r m p e r s i s t e n c e f o r a s l o n g a s
m o n t h s
T e m p e r a t u r e i n f l u e n c e s m i c r o b i a l d i s in f e c t i o n k i n e t i c s , a n d i n g e n e r a l i n c r e a s e d
t e m p e r a t u r e p r o d u c e s i n c r e a s e d r a t e s o f i n a c t i v a t i o n (S o b s e y 1 9 8 9 ) S t u d i e s h a v e s h o w n t h a t
i n a c t i v a t i o n o f b a c t e r i o p h a g e s i s t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t (Y a t e s e t a l 19 8 5 ; A r m o n a n d K o t t
1 9 9 6 ; N i e m i 19 7 6 ; M i g n o t t e - C a d i e r g u e s e t a l . 2 0 02 ) C o n d it i o n s t h a t d e n a t u r e p r o t e i n s o r
n u c l e i c a c i d s a n d t h e r e b y i n a c t i v a t e p h a g e s , s u c h a s h e a t , t e n d t o b e p h a g e - s p e c i fi c , a n d
s o m e t im e s h e l p in t h e c l a s s i f i c a t i o n o f p h a g e s (A d a m s 19 5 9 ) . L i k e , t h e m a j o r i t y o f n o n -
s p o r e - f o r m i n g b a c t e r i a , p h a g e s a r e i n a c t i v a t e d a l m o s t i n s t a n t a n e o u s l y a t 1 0 0
°
C B e t w e e n
6 0
°
C a n d 8 5
°
C , i n a c t i v a t i o n r a t e s c a n b e d e t e r m i n e d c o n v e n i e n t l y u n d e r l a b o r a t o r y




s o m e p h a g e s a r e i n a c t i v a t e d f a i r l y
r a p i d l y (w i t h i n s e c o n d s t o m i n u t e s ) b u t o t h e r s h a r d l y a t a l l . D
'
H e u r e l l ( 1 9 2 6 ) n o t e d t h a t
s e v e r a l p h a g e s w e r e i n a c t i v a t e d b y h e a t i n g a t 7 5
"
C fo r 3 0 m i n u t e s w h e r e a s s o m e s u r v i v e d
a f t e r h e a t i n g a t 7 0
"
C (A d a m s 19 5 9 ) .
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O b s e r v a t i o n s o f t h i s t y p e l e d t o t h e n o t i o n o f a q u a h t a t i v e l y d e f i n e d i n a c t i v a t i o n
t e m p e r a t u r e , c h a r a c t e r i s t i c f o r e a c h p h a g e , a n a l o g o u s t o t h e r m a l d e a t h p o i n t u s e d t o r e p o r t
t h e r e s u l t s o f s im i l a r t e s t s w i t h b a c t e r i a (A d a m s 1 9 5 9 ) . Qu a n t i t a t i v e s t u d y o f t h e e f f e c t s o f
h e a t i n g s h o w e d t h a t p h a g e s a r e i n a c t i v a t e d i n a c c o r d a n c e w i t h fi r s t - o r d e r k i n e t i c s (A d a m s
19 5 9) .
T h e m e d i u m i n w h i c h p h a g e s a r e h e a t e d h a s a g r e a t i n f lu e n c e o n t h e r a t e o f
i n a c t i v a t i o n I n a c t i v a t i o n i s m o s t r a p i d i n p u r e w a t e r ; t h e a d d i t i o n o f s a l t s , e s p e c i a l l y c a l c i u m
o r m a g n e s i u m o r p r o t e i n s r e d u c e s t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n c o n s i d e r a b l y F o r e x a m p l e
c o l i p h a g e s m a y b e i n a c t i v a t e d t e n t i m e s f a s t e r i n s a l i n e t h a n i n b r o t h (A d a m s 19 5 9 )
A d d i t i o n a l l y , N a s s e r a n d O m a n ( 19 9 9 ) s u g g e s t w a s t e w a t e r m a y p r o v i d e g e n e r a l p r o t e c t i o n
a g a i n s t t h e i n a c t i v a t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s o r e n h a n c e v i r u s p e r s i s t e n c e .
W h i l e h e a t d o e s i n a c t i v a t e c o l i p h a g e s , i t h a s b e e n s h o w n t h e y a r e m o r e r e s i s t a n t t o
t h e r m a l i n a c t i v a t i o n t h a n a n y b a c t e r i a , e x c e p t t h a t o f b a c t e r i a l s p o r e s , s u c h a s t h o s e o f s u l fi t e -
r e d u c i n g C l o s t r i d i a
M o c e - L l i v i n a e t a l (2 0 0 3 ) s t u d i e d t h e i n a c t i v a t i o n o f n a t u r a l l y o c c u r r i n g b a c t e ri a l
i n d i c a t o r s a n d b a c t e r i o p h a g e s b y t h e r m a l t r e a t m e n t o f d ew a t e r e d s l u d g e a n d r a w s e w a g e
T h e s l u d g e w a s h e a t e d a t 8 0
"
C a n d t h e s e w a g e w a s h e a t e d a t 6 0
°
C . I n b o t h c a s e s p h a g e s
w e r e s i g n i f i c a n t l y m o r e r e s i s t a n t t o t h e r m a l i n a c t i v a t i o n t h a n b a c t e r i a l i n d i c a t o r s , w i t h t h e
e x c e p t i o n o f C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s . T h e y a d d i t i o n a l l y l o o k e d a t t h e t h e r m a l
t r e a t m e n t o f v a r i o u s p h a g e s a f t e r t h e y w e r e a d d e d t o t h e s e w a g e T h e r e s u lt s r e v e a l e d
v a r i a b i l i t y b e t w e e n t h e p h a g e s s t u d i e d a n d t h a t t h e B f r a g i l i s a n d s o m a t i c p h a g e s w e r e m o r e
r e s i s t a n t t h a n M S2 (a n F + R N A p h a g e ) a f t e r 3 0 m i n u t e s a t 6 0
"
C (M o c e - L l i v m a e t a l . 2 0 0 3 )
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F i n a l l y , i t i s w o r t h n o t i n g t h a t o t h e r f a c t o r s , b e s i d e s t h e h e a t , a r e l i k e l y t o b e c o n t r i b u t i n g t o
t h e i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s i n t h e t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r . T h e s e i n c l u d e p H ,
c o n c e n t r a t i o n s o f p r o t o n a t e d (n o n - i o n i z e d ) o r g a n i c a c i d s , a n d f r e e N H 3 (n o n - i o n i z e d
am m o n i a ) T h e e f f e c t s o f a m m o n i a h a v e b e e n d i s c u s s e d t o s o m e e x t e n t in t h e l i t e r a t u r e
A m m o n i a i s a v i r i c i d e a n d m a y b e e f f e c t i v e a t i n a c t i v a t i n g v i r u s e s i n w a s t e w a t e r
t r e a t m e n t p l a n t s ; e v i d e n c e f o r t h e a n t i v i r a l e f f e c t o f am m o n i a i s e s p e c i a l l y g o o d f o r
p o l i o v i r u s e s . T h e b a c t e r i o p h a g e f 2 i s i n a c t i v a t e d b y a m m o n i a b u t t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n i s
4 5 t i m e s s l o w e r t h a t o f p o l i o v i r u s t y p e 1 s t r a i n CH A T (C r a m e r e t a l . 1 9 8 3 ) F u r t h e r m o r e ,
t h e i n a c t i v a t i o n o f b o t h f 2 a n d p o l i o v i r u s b y a m m o n i a i s s t r o n g l y i n f l u e n c e d b y t e m p e r a t u r e ,
e s p e c i a l l y i n r a n g e s f o u n d i n a t h e rm o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n (S u r g e e t a l . 1 9 8 3 ) Sc h a p e r
e t a l (2 0 0 3 ) c o m p a r e d t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s o f t h e F + R N A c o l i p h a g e g r o u p s t o a m m o n i a a t
p H
= 10 a n d f o u n d t h e g r o u p I c o l i p h a g e s in a c t i v a t e d t o a l e s s e r e x t e n t (a b o u t 1 l o g i o l e s s )
t h a n g r o u p s I I , I I I , a n d I V .
S h o r t c o m i n g s o f B a c t e r i o p h a g e s a s I n d i c a t o r s
T h e r e a r e a l s o a n u m b e r o f s h o r t c o m i n g s i n t h e u s e o f b a c t e r i o p h a g e s a s i n d i c a t o r s .
W h i l e t h e r e a r e m a n y s t u d i e s o n p h a g e s a n d t h e i r s u r v i v a l r a t e s , t h e r e i s a l s o c o n s i d e r a b l e
v a ri a b i l it y i n d a t a T h i s i s p a r t i a l l y d u e t o t h e i n c o n s i s t e n c i e s i n t e c h n i q u e s u s e d f o r t h e
r e c o v e r y a n d a s s a y o f ph a g e s f r o m w a t e r e n v i r o n m e n t s ; t h e v a r i a t i o n s o f h o s t b a c t e r i u m u s e d
t o a n a l y z e t h e g r o u p s o f p h a g e s ; a n d t h e d i f f e r e n t d e t e c t i o n a n d e n u m e r a t i o n m e t h o d s u s e d
am o n g v a r i o u s l a b o r a t o r i e s (G r a b o w 2 0 0 1 a n d D u r a n e t a l 2 0 0 2 ) .
A s m e n t i o n e d e a r l i e r , t h e r e a r e m a n y a n d v a r i e d a g e n t s w h i c h c a u s e v i r a l
g a s t r o e n t e r i t i s . U n f o r t u n a t e l y , d a t a o n t h e t r a n s p o r t a n d d i e
- o f f o f m a n y o f t h e s e i s s c a r c e .
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S o m e c a n b e g r o w n i n c u l t u r e a n d s o m e c a n n o t (S c o t t e t a l . 2 0 0 2 ) . U n t i l t h e r e a r e d a t a o n
t h e s e e n t e r i c v i r u s e s , i t w i l l b e d i f fi c u l t t o a c c u r a t e l y c o m p a r e t h e m t o b a c t e r i o p h a g e s .
I t h a s b e e n w e l l - e s t a b l i s h e d t h a t t h e r e a r e s o m e d i f f e r e n c e s b e t w e e n c e r t a i n
b a c t e r i o p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s E l e c t r o s t a t i c c h a r g e s , f o r e x a m p l e , o n p h a g e s m a y d i f f e r
f r o m t h o s e o n e n t e r i c v i r u s e s
,
w h i c h a f f e c t im p o r t a n t p r o p e r t i e s s u c h a s a d s o r p t i o n t o s o l i d
s u r f a c e s T h i s h a s i m p l i c a t i o n s f o r f e a t u r e s l i k e b e h a v i o r i n t h e e n v i r o n m e n t a n d t h e
e f f i c i e n c y o f r e c o v e r y b y t e c h n i q u e s b a s e d o n a d s o r p t i o n - e l u t i o n p r i n c i p l e s (G r a b o w 2 0 0 1 ) .
L i t e r a t u r e R e v i e w C o n c l u s i o n s
A n i n d i c a t o r i s n e e d e d t o m o n i t o r t h e e f fi c i e n c y o f p a t h o g e n r e d u c t i o n i n P F R P t o
m e e t C l a s s A s l u d g e s t a n d a r d s . F + R N A c o l i p h a g e s m a y b e p a r t i c u l a r l y u s e fu l a s v i r u s
i n d i c a t o r s f o r t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n p r o c e s s e s . T h e s e o r g a n i s m s a r e
m o r p h o l o gi c a l l y s im i l a r t o e n t e r i c v i r u s e s , a r e p r e s e n t i n s e w a g e , a r e s im i l a r o r m o r e
r e s i s t a n t t o i n a c t i v a t i o n p r o c e s s e s t h a n e n t e r i c v i r u s e s , a n d c a n b e m o n i t o r e d i n a n e a s y , f a s t ,
a n d c o s t - e f f e c t i v e m a n n e r . B e c a u s e o f c o n s i d e r a b l e g a p s a n d i n c o n s i s t e n c i e s i n t h e d a t a
d e s c r i b i n g t h e r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n c o l i p h a g e a n d h u m a n e n t e r i c v i r u s e s
'
r e s p o n s e s t o
t h e rm o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n p r o c e s s e s , a d d i t i o n a l s t u d i e s a r e n e e d e d t o d e v e l o p s u c h
d a t a
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I l l M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
E x p e r i m e n t a l D e s i g n
T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t e r (T A D )
A sm a l l (2 0 L ) c o n t i n u o u s - f l o w t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r w a s o p e r a t e d t o
s i m u l a t e t h e m a i n r e a c t o r i n t h e C o l u m b u s B i o s o l i d s F l o w - T h r o u g h T h e r m o p h i l i c T r e a t m e n t
(C B F T 3 ) p r o c e s s . T h e p l u g f l o w r e a c t o r , t h e s e c o n d s t e p i n t h e C B F T 3 p r o c e s s , w a s
s i m u l a t e d b y t r e a t i n g e f fl u e n t f r o m t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r i n a s m a l l b a t c h r e a c t o r . T w o
b a t c h t r e a t m e n t t e s t s w e r e c o n d u c t e d f o r e a c h o p e r a t i n g c o n d i t i o n e v a l u a t e d T h e






a n d 5 1
"
C w i t h s k id g e f r o m t h e So u t h C o l u m b u s (G A ) W a t e r R e s o u r c e s F a c i l i t y (S C WR F ).
T h e c o n c e p t w a s a l s o e v a l u a t e d a t 5 3
° C w i t h f e r m e n t e d p r i m a r y s l u d g e f r o m t h e O r a n g e
W a t e r a n d Se w e r A u t h o r i t y (O WA SA ) w a s t ew a t e r t r e a t m e n t p l a n t i n Ch a p e l H i l l , N C a n d
w i t h w a s t e a c t i v a t e d s l u d g e f r o m t h e W e s t e r n L a k e Su p e r i o r Sa n i t a r y D i s t r i c t (W L S SD )
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t i n D u l u t h , M N G e n e r a l c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e t h r e e s l u d g e
s o u r c e s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 3 .
T h e h y d r a u l i c r e t e n t i o n t i m e (H R T ) a n d t h e s o l i d s r e s i d e n c e t im e a r e t h e s a m e i n a
m i x e d , c o n t in u o u s f l o w r e a c t o r w i t h o u t r e c y c l e , a n d a r e d e fi n e d a s t h e r e a c t o r v o l u m e
d i v i d e d b y t h e a v e r a g e f l o w r a t e . T h e t a r g e t r e s i d e n c e t i m e a t t h e b e g i n n i n g o f t h e s t u d y
(o p e r a t i o n w i t h S C WR F s l u d g e a t 5 5
° C ) w a s f o u r d a y s , b u t w a s i n c r e a s e d t o b e t w e e n 5 3
a n d 6 d a y s fo r a l l o t h e r o p e r a t i n g c o n d i t i o n s . T h e s e r e s i d e n c e t im e s a r e s h o r t e r t h a n t h o s e
n o r m a l l y u s e d f o r s i n g l e - s t a g e a n a e r o b i c d i g e s t i o n , i n c l u d i n g t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c
d i g e s t i o n A c c o r d i n g l y , t h e s h o r t r e s i d e n c e t i m e s u s e d w e r e m e a n t t o p r o v i d e c o n s e r v a t i v e
d a t a o n p a t h o g e n i n a c t i v a t i o n i n s i n g l e - s t a g e c o n t i n u o u s - fl o w d i g e s t e r s .
T a b l e 3 . C h a r a c t e r i s t i c s o f S l u d g e S o u r c e s U s e d i n t h e C B F T
^
P r o j e c t
S o u r c e S l u d g e T y p e
A v e r a g e P l a n t A p p r o x i m a t e P r i m a r y
W a s t e w a t e r C o n t r i b u t i o n f r o m I n d u s t r i a l
F l o w (m a d ) I n d u s t r i e s (% ) A c t i v i t y
S C WR F
O WA SA
WL SSD
p r i m a r y + w a s t e
a c t i v a t e d
"
f e r m e n t e d p ri m a r y







t e x t i l e , b a k e r y
u n i v e r s i t y ,
h o s p it a l
p u l p a n d p a p e r
A p p r o x i m a t e l y 5 5% p r i m a r y , 4 5 % w a s t e a c t i v a t e d (v : v )
F r o m a p u r e - o x y g e n p l a n t w i t h n o p r im a r y t r e a tm e n t .
A t l e a s t t w o s a m p l e s o f f e e d s l u d g e a n d e f fl u e n t b i o s o l i d s w e r e o b t a i n e d fo r e a c h
o p e r a t i n g c o n d i t i o n f o r a n a l y s i s o f A s c a r i s s u i i m , p o l i o v i r u s . S a l m o n e l l a s p p . , f e c a l
c o l i f o r m s , C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s , s o m a t i c c o l i p h a g e s , a n d m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s
Sa lm o n e l l a s p p a n d fe c a l c o l i f o r m s a r e a p p r o v e d a l t e rn a t i v e i n d i c a t o r s f o r m o n i t o r i n g C l a s s
A b i o s o l i d s (U S E P A , 1 9 9 9 ) C p e r f r i n g e n s s p o r e s a n d t h e c o l i p h a g e s w e r e i n c l u d e d a s
o t h e r p o t e n t i a l i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n i n a c t i v a t i o n i n t h e r m a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s . T h e
i n a c t i v a t i o n o f c o l i p h a g e s m a y b e i n d i c a t i v e o f h u m a n e n t e r i c v i r u s i n a c t i v a t i o n .
T w o b a t c h t r e a t m e n t t e s t s w e r e c o n d u c t e d o n e f fl u e n t f r o m t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r a t
e a c h o p e r a t i n g c o n d i t i o n D u r i n g a b a t c h t r e a t m e n t t e s t , s a m p l e s w e r e w i t h d r a w n a t s e l e c t e d
t im e i n t e r v a l s a n d a n a l y z e d f o r t h e s a m e m i c r o b i a l c o n s t i t u e n t s a s w e r e a n a l y z e d i n t h e
s a m p l e s f r o m t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r . T h e n u m b e r o f s a m p l e s i n t h e b a t c h t e s t s w a s s e l e c t e d
o n t h e b a s i s o f m i n im u m s a m p l e s i z e r e q u i r e d f o r t h e a n a l y s e s . T h e s am p l i n g i n t e r v a l s w e r e
s e l e c t e d t o t r y t o c a p t u r e r e d u c t i o n s i n t a r g e t s p e c i e s t o b e l o w d e t e c t i o n l i m i t s i n a t l e a s t o n e
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s a m p l e i n t h e a b s e n c e o f p r i o r i n f o r m a t i o n o n c o n c e n t r a t i o n s i n t h e e f f l u e n t o r o n i n a c t i v a t i o n
r a t e s
S e p a r a t e t e s t s w e r e c o n d u c t e d t o m e a s u r e t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n o f A s c a r i s ,
p o l i o v i r u s a n d c o l i p h a g e s i n t r e a t e d b i o s o l i d s f r o m t h e c o n t i n u o u s - f l o w d i g e s t e r I n t h e s e
t e s t s , b i o s o l i d s w e r e t r a n s f e r r e d t o t h e b a t c h r e a c t o r a n d t h e n s p i k e d w i t h t h e o r g a n i s m s o f
i n t e r e s t S a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a t s e l e c t e d t i m e i n t e r v a l s a s d e s c r i b e d a b o v e T h e d e s i g n
a n d o p e r a t i o n o f t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r , i n c l u d i n g t h e t e m p e r a t u r e c o n t r o l a n d m o n i t o r i n g
s y s t e m i s d e s c r i b e d e l s e w h e r e (A i t k e n e t a l , s u b m i t t e d ) .
M a l e - Sp e c i fi c B a c t e r i o p h a g e Ch a r a c t e r i z a t i o n
A f t e r t h e u n t r e a t e d a n d t r e a t e d s l u d g e s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d a n d t h e b a c t e r i o p h a g e s w e r e
e n u m e r a t e d u s i n g M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M PN ), c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e c o l le c t e d fo r
c h a r a c t e r i z a t i o n T h e f o l l o w i n g m e t h o d s w e r e u s e d : R N A s e s u p p r e s s i o n o f F + R N A
c o l i p h a g e s , F + R N A s e r o t y p i n g w i t h a n t i s e r a . P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n (P C R ) , R e v e r s e -
T r a n s c r i p t a s e
- P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n (R T - P C R ) , a n d R e v e r s e L i n e - B l o t H y b r i d i z a t i o n
(R L B - H y b r i d i z a t i o n )
L a b - Sc a l e H e a t I n a c t i v a t i o n E x p e r im e n t s a t 5 3
"
C
O n c e t h e c h a r a c t e r i z a t i o n w a s a c c o m p l i s h e d , a s a m p l e o f e a c h c o l i p h a g e i s o l a t e t y p e w a s
c h o s e n f o r h e a t i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s . F + R N A (g r o u p s I a n d I I I ) a n d F + D N A
c o l i p h a g e s w e r e s u s p e n d e d i n b a c t e r i o l o g i c a l b r o t h a n d r e p l i c a t e v o l u m e s p l a c e d i n
m i c r o c e n t r i f u g e t u b e s w e r e e x p o s e d t o a t h e r m o r e g u l a t e d h e a t b l o c k f o r 5 m in u t e s a n d 6 0
m i n u t e s a t 5 3
° C A h e a t i n a c t i v a t i o n r a t e w a s t h e n e s t i m a t e d f o r e a c h i s o l a t e
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T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t e r (T A D )
B a t c h T e s t s
B a t c h t r e a t m e n t o f e f f lu e n t f r o m t h e c o n t i n u o u s di g e s t e r w a s e v a l u a t e d b y
t r a n s f e r r i n g a p p r o x im a t e l y 4 . 5 L t o t h e b a t c h r e a c t o r T r a n s fe r s w e r e p e r f o r m e d
a n a e r o b i c a l l y b y p u r g i n g a l l t r a n s f e r t u b i n g a n d t h e b a t c h t a n k w i t h a r g o n , c l o s i n g a l l p o r t s t o
t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r , p r e s s u r i z i n g i t w i t h a r g o n , t h e n o p e n i n g a t r a n s f e r l i n e b e t w e e n t h e
c o n t i n u o u s d i g e s t e r a n d t h e b a t c h t a n k T h e e f f l u e n t t u b i n g f o r t h e b a t c h r e a c t o r w a s k e p t
o p e n a n d t h e r e a c t o r w a s p u r g e d w i t h a r g o n d u r i n g t h e t r a n s f e r . S a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a t
t h e t im e o f fi l l i n g (t im e z e r o ) a n d a t s u b s e q u e n t t im e p o i n t s t h a t d e p e n d e d o n t h e t e m p e r a t u r e
b e in g e v a l u a t e d .
S a m p l e C o l l e c t i o n
F e e d s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d b y c l o s i n g t h e f e e d t u b i n g f r o m t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r
i n l e t a n d p u m p i n g t h e s l u d g e i n t o a s t e r i l e 1 - L p o l y e t h y l e n e b o t t l e s a n d p l a c e d i n a c o l d r o o m
( a p p r o x i m a t e l y 5
'^ C ) u n t i l t r a n s p o r t e d t o t h e m i c r o b i o l o g y l a b o r a t o r y F e e d s a m p l e s w e r e
p r e p a r e d fo r m i c r o b i a l a n a l y s e s w i t h i n 4 8 h o u r s o f c o l l e c t i o n .
M o s t s a m p l e s o f e f fl u e n t w e r e c o l l e c t e d o n t h e s a m e d a y a s t h e b a t c h t e s t s . O n l y o n e
s a m p l e o f e f fl u e n t w a s n o t c o l l e c t e d o n t h e d a y o f a b a t c h t e s t ; i n t h a t c a s e t h e s a m p l e w a s
o b t a i n e d b y p r e s s u r i z i n g t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r a n d d i s p l a c i n g b i o s o l i d s t h r o u g h t h e e f fl u e n t
p o r t . B i o s o h d s s a m p l e s f r o m e a c h b a t c h t e s t a n d e a c h i n a c t i v a t i o n r a t e t e s t w e r e t r a n s p o r t e d
i n a c o o l e r c o n t a i n i n g r e f r i g e r a n t p a c k s t o t h e m i c r o b i o l o g y l a b o r a t o r y a t t h e c o m p l e t i o n o f
t h e t e s t . A l l s h i p m e n t s w e r e a c c o m p a n i e d b y c h a i n
- o f - c u s t o d y f o r m s t h a t w e r e i n i t i a t e d b y
p e r s o n n e l r e s p o n s i b l e f o r s a m p l i n g a n d t r a n s p o r t a n d w e r e c o m p l e t e d b y p e r s o n n e l i n t h e
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m i c r o b i o l o g y l a b o r a t o r y A l l b i o s o l i d s s a m p l e s e x c e p t f e e d s a m p l e s ( s e e p r e v io u s p a r a g r a p h )
w e r e p r e p a r e d f o r m i c r o b i a l a n a l y s i s w i t h i n 3 0 h o u r s o f c o l l e c t i o n .
P r e p a r a t i o n o f c o h p h a g e s f o r s p i k i n g
C o l i p h a g e s w e r e s p i k e d i n t o b i o s o l i d s s a m p l e s f o r t h e i n a c t i v a t i o n r a t e e x p e r im e n t s .
T h e c o l i p h a g e s w e r e c o n c e n t r a t e d f r o m r a w w a s t e w a t e r c o l l e c t e d a t t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t
p l a n t i n B e a u f o r t , N C . D r M i n a Sh e h e e k i n d l y c o n c e n t r a t e d t h e c o l i p h a g e s b y u l t r a fi l t r a t i o n
i n a 2 5 m l A m i c o n U lt r a - 1 5 C e n t r i f u g a l F i l t e r D e v i c e w i t h a 1 0 , 0 0 0 n o m i n a l m o l e c u l a r
w e i g h t c u t o f f (M i l l i p o r e , B i l l e r i c a , M A ) T h e fi l t e r d e v i c e s w e r e c e n t r i f u g e d a t 4 , 0 0 0 x g f o r
2 0 m i n u t e s a t 4 ° C .
I n a c t i v a t io n r a t e e x p e r im e n t s
T o i n i t i a t e a n i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t , a p p r o x i m a t e l y 4 3 t o 4 . 5 L o f b i o s o l i d s f r o m
t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r w a s t r a n s f e r r e d a n a e r o b i c a l l y t o t h e b a t c h r e a c t o r T h e t em p e r a t u r e
w a s a l l o w e d t o s t a b i l i z e t o t h e d e s i r e d t e m p e r a t u r e b e f o r e s p i k i n g t h e r e a c t o r w i t h t h e
p a t h o g e n s u r r o g a t e s E x c e p t f o r t h e fi r s t e x p e ri m e n t a t 5 5
" C , t h e m i x i n g s p e e d i n t h e r e a c t o r
w a s i n c r e a s e d b e f o r e s p i k i n g t o e n s u r e r a p i d m i x i n g o f s p i k e d o r g a n i s m s T h e m i x i n g s p e e d
w a s t u r n e d d o w n b e fo r e t h e fi r s t s a m p l e w a s c o l l e c t e d . P o o r m i x i n g i n t h e fi r s t e x p e r im e n t
a t 5 5
" C m a y h a v e c o m p r o m i s e d t h e d a t a f r o m s a m p l e s c o l l e c t e d o v e r t h e fi r s t 1 5 m i n u t e s , s o
d a t a f r o m t h a t e x p e r im e n t a r e i n t e r p r e t e d a n d d i s c u s s e d o n l y q u a l i t a t i v e l y
A 10 0 m l a l i q u o t o f s p i k i n g m a t e r i a l w a s p r e p a r e d b y m i x i n g c o n c e n t r a t e d s t o c k s o f
A s c a r i s
, p o l i o v i r u s , a n d c o l i p h a g e s i n t o u n t r e a t e d s l u d g e (f e e d s l u d g e f o r t h e c o n t i n u o u s
d i g e s t e r ) . T h e a p p r o x im a t e v o l u m e s w e r e 6 0 m l o f s l u d g e a n d 4 0 m l (c o m b i n e d ) o f t h e
p a t h o g e n a n d c o l i p h a g e s t o c k s T a r g e t a m o u n t s o f A s c a ri s a n d p o H o v i r u s a d d e d i n t h e s p i k e
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w e r e 4 x 1 0 e g g s a n d 10 p f u , r e s p e c t i v e l y , w h i c h c o r r e s p o n d e d t o i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s i n
t h e r e a c t o r o f 3 6 a n d 4 . 0 l o g i o / g T S , r e s p e c t i v e l y .
T h e s p i k i n g m a t e r i a l w a s m i x e d i n a b e a k e r , c o v e r e d w i t h P a r a f i l m , a n d s t o r e d c o l d
o v e r n i g h t I t w a s r e m o v e d f r o m t h e r e f r i g e r a t o r t w o t o t h r e e h o u r s b e f o r e i n i t i a t i n g t h e b a t c h
t e s t a n d a l l o w e d t o a p p r o a c h r o o m t e m p e r a t u r e , t h e n w a s w a r m e d s l o w l y w i t h s l o w m i x i n g
(j u s t b e l o w t h e s p e e d r e q u i r e d t o c r e a t e a v o r t e x a t t h e l i q u i d s u r f a c e o n a h o t - p l a t e ) F o r t h e
fi r s t t e s t a t 5 5 ° C
,
t h e s p i k i n g m a t e r i a l w a s w a r m e d t o 4 0
"
C a n d fo r a l l s u b s e q u e n t t e s t s i t
w a s w a r m e d t o a p p r o x im a t e l y 3 5
" C T h e s p i k i n g m a t e ri a l w a s r e m o v e d f r o m t h e h o t p l a t e
i m m e d i a t e l y a f t e r r e a c h i n g t h e t a r g e t t e m p e r a t u r e , t h e n p o u r e d i n t o t h e b a t c h r e a c t o r t h r o u g h
a w i d e p o r t . A s t r e a m o f a r g o n w a s d e l i v e r e d t o t h e b a t c h r e a c t o r w h i l e t h e p o r t w a s o p e n
T h e p o r t w a s t h e n c l o s e d a n d t h e r e a c t o r c o n t e n t s a l l o w e d t o m i x f o r 9 0 s e c o n d s b e f o r e
c o l l e c t i n g t h e fi r s t s a m p l e T h i s s a m p l e i s r e f e r r e d t o a s t h e
"
t i m e z e r o
"
s a m p l e S u b s e q u e n t
s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a t p r e - s e l e c t e d t im e i n t e r v a l s . A l l s a m p l e s w e r e c o o l e d a n d
p r o c e s s e d a s d e s c r i b e d a b o v e , e x c e p t t h e m a x im u m a l i q u o t v o l u m e w a s a p p r o x i m a t e l y 3 0 0
m l p e r s a m p l e b o t t l e
S a m p l e s r e p r e s e n t i n g s u c c e s s i v e t i m e p o i n t s w e r e a n a l y z e d f o r A s c a r i s u n t i l n o v i a b l e
o r g a n i s m s w e r e d e t e c t e d P o l i o v i r u s w a s m e a s u r e d a t m o s t o f t h e t i m e p o i n t s , a n d a l l
s am p l e s w e r e a n a l y z e d f o r c o l i p h a g e s a n d t o t a l s o l i d s I n s o m e c a s e s t h e l a s t s a m p l e s
c o l l e c t e d h a d s i g n i fi c a n t ly h i g h e r s o Ud s c o n t e n t t h a n t h e e a r l i e r s a m p l e s , s u g g e s t i n g t h a t t h e
s m a l l v o l u m e r e m a i n i n g i n t h e b a t c h r e a c t o r w a s n o t m i x e d w e l l . B y t h i s fi m e t h e s a m p l e s
w e r e o n l y a n a l y z e d f o r c o l i p h a g e s a n d w e d o n o t b e l i e v e t h a t a l a c k o f m i x i n g i n f lu e n c e d t h e
r e s u l t s s i g n i fi c a n t l y .
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M a l e - S p e c i fi c C o Hp h a g e A n a l y s i s f r o m M u n i c i p a l Sl u d g e
H o s t s a n d M e d i a
M a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s w e r e q u a n t i fi e d i n a c c o r d a n c e w i t h t h e p r o c e d u r e o u t U n e d
i n E P A 8 2 1 - R - 0 1 - 0 3 0 , M e t h o d 1 6 0 1 : M a l e Sp e c i fi c (F + ) a n d S o m a t i c C o l i p h a g e i n W a t e r
b y T w o - St e p E n r i c h m e n t P r o c e d u r e (U S E PA 2 0 0 1) A fe w m o d i fi c a t i o n s w e r e m a d e t o
t h e s e m e t h o d s . F i r s t , a i n s t e a d o f t e s fi n g f o r p r e s e n c e / a b s e n c e , M o s t P r o b a b l e N u m b e r
(M P N ), w a s u s e d t o q u a n t i t a t i v e l y e v a l u a t e t h e r e s u l t s . F u r t h e r , M e t h o d 16 0 1 c a l l s f o r t h e
u s e o f o n e l i t e r s a m p l e v o l u m e s I n t h i s a s s a y w e u s e d v a r i a b l e v o l u m e s o f s l u d g e a n d
b i o s o l i d s , d e p e n d i n g o n t h e e x p e c t e d r a n g e o f c o l i p h a g e c o n c e n t r a U o n s p r e s e n t I n c a s e s o f
h i g h e r c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s , s m a l l e r v o l u m e s (10 0 m l ) w e r e s u f fi c i e n t .
B r i e fl y , b a c t e r i a l h o s t s (A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n , M a n a s s a s , V A ) f o r t h e
m a l e - s p e c i fi c p h a g e s {E s c h e r i c h ia c o l i F a m p ; A T C C N o 7 0 0 8 9 1 ) w e r e i n o c u l a t e d i n t r y p t i c
s o y b r o t h (T S B ) m e d i u m (D i f c o ) s u p p l e m e n t e d w i t h a n t i b i o t i c s r e l e v a n t t o h o s t s e l e c t i o n a n d
i n c u b a t e d a t 3 7 " C o v e r n i g h t ( 1 2 - 1 8 h o u r s ) o n a r o t a r y s h a k e r ( 1 0 0 t o 1 5 0 r p m ) T h e T S B
m e d i u m c o n s i s t e d o f 3 g o f t r y p t i c s o y b r o t h p e r 1 0 0 m l r e a g e n t w a t e r T h e a n t i b i o t i c
s u p p l e m e n t s t o c k f o r t h e m a l e - s p e c i fi c h o s t c o n s i s t e d o f 0 15 g a m p i c i l l i n (S i gm a ) a n d 0 1 5 g
s t r e p t o m y c i n (Si gm a ) i n 1 00 m l o f r e a g e n t w a t e r t h a t w a s fi l t e r - s t e r i l i z e d u s i n g a s y r i n g e a n d
a 0 2 / xm H T T i f f r y n m e m b r a n e (G l e m a n ) a n d s t o r e d i n t h e - 2 0
' ' C w a l k - i n f r e e z e r . A 10 - m l
v o l u m e o f t h e s t o c k w a s d i l u t e d i n t o 1 L o f T S B t o p r e p a r e t h e h o s t m e d i u m A f t e r o v e r n i gh t
i n c u b a t i o n 1 m l o f e a c h h o s t c u l t u r e w a s t r a n s f e r r e d a s e p t i c a l l y t o 5 0 m l o f f r e s h m e d i u m a n d
i n c u b a t e d a t 3 7 " C fo r f o u r h o u r s o n a r o t a r y s h a k e r (1 0 0 t o 15 0 r pm ) T h e s e c u l t u r e s s e r v e d
a s l o g - p h a s e c u l t u r e s f o r i n o c u l a t i o n o f e n r i c h m e n t t u b e s a s d e s c r ib e d b e l o w E c o l i F a mp h a s
t h r e e a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e m a r k e r s , a m p i c i l l i n o n t h e F a m p p l a s m i d , w h i c h c o d e s f o r p i l u s
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p r o d u c t i o n , s t r e p t o m y c i n , a n d n a l a d i x i c a c i d o n t h e c h r o m o s o m e . T h i s h o s t b a c t e r i u m i s
t h o u gh t t o h a v e h i g h p l a q u i n g e f fi c i e n c y i n s t o c k s u s p e n s i o n s a n d s e w a g e e f f lu e n t s
(D e b a rt o l o m e i s a n d C a b e l h 19 9 1) .
I n o c u l a t i o n
S a m p l e s w e r e i n i t i a l l y m i x e d i n a W a r i n g® b l e n d e r o n h i g h f o r o n e m i n u t e a n d t h e n
s t o r e d a t 4 ° C u n t i l p r o c e s s e d D e c i m a l d i l u t i o n s o f e a c h s a m p l e w e r e p r e p a r e d i n P B S i n
fi v e - t u b e M PN fo r m a t . A t l e a s t t h r e e d i l u t i o n s w e r e m a d e f o r e a c h s a m p l e . A 1 m l a l i q u o t
o f e a c h s a m p l e o r d i l u t i o n w a s t h e n a d d e d t o 9 m l o f e n r i c h m e n t b r o t h m e d i a , w h i c h
c o n s i s t e d o f T S B s u p p l e m e n t e d w i t h a n t i b i o t i c s a s d e s c ri b e d a b o v e i n a s t e ri l i z e d 16 x 12 5
m m g l a s s t u b e . E a c h e n r i c h m e n t t u b e w a s s u p p l e m e n t e d w i t h 10 0 fi l o f t h e l o g p h a s e F a m p
h o s t c u l t u r e
,
a n d t h e n w a s i n c u b a t e d a t 3 7 ' ' C f o r 1 8 t o 2 4 h o u r s . N e g a t i v e c o n t r o l s ( h o s t
w i t h n o s a m p l e a d d e d t o T SB a n d a n t i b i o t i c ) a n d p o s i t i v e c o n t r o l s ( h o s t w i t h a p p r o p r i a t e
c o n t r o l p h a g e s a d d e d t o T SB a n d a n t i b i o t i c ) w e r e i n c l u d e d f o r e a c h m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e
a s s a y . T h e m a l e - s p e c i fi c p o s i fi v e c o n t r o l u s e d w a s g r o u p I (M S2 ) .
P h a g e e x t r a c t i o n
A f t e r i n c u b a t i o n , 0 . 6 m l f r o m e a c h t u b e w a s t r a n s f e r r e d i n t o a 1 5 m l - s t e ri l e
E p p e n d o r f® t u b e T h e p h a g e s w e r e e x t r a c t e d b y a d d i n g 0 3 m l o f c h l o r o f o r m , v o r t e x i n g ,
a n d c e n t ri f u g i n g a t 3 , 0 0 0 r p m f o r 1 m i n u t e A l i q u o t s o f 1 0 ju l o f t h e a q u e o u s l a y e r s w e r e
s p o t t e d o n t o p l a t e s c o n t a i n i n g t r y p fi c s o y a g a r s u p p l e m e n t e d w i t h t h e a p p r o p ri a t e a n t i b i o t i c
a n d a l a w n o f t h e b a c t e ri a l F a m p h o s t A g i v e n p l a t e c o n t a i n e d s p o t s f o r a l l fi v e t u b e s a t e a c h
d i l u t i o n f o r a g i v e n s a m p l e (e g . , 2 0 s p o t s w e r e m a d e i f f o u r d i l u t i o n s w e r e m a d e f o r a g iv e n
s a m p l e ) P l a t e s w e r e m a r k e d a n d a l i g n e d w i t h a g r i d t o i d e n fi f y t h e l o c a t i o n s o f s p e c i fi c
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s p o t s T h e s p o t t e d i n o c u l a w e r e a l l o w e d t o a b s o r b i n t o t h e m e d i u m f o r 3 0 t o 6 0 m i n u t e s ,
t h e n t h e p l a t e s w e r e i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d a t 3 7
"
C f o r 1 8 t o 2 4 h o u r s . A f t e r i n c u b a t i o n , t h e
s p o t p l a t e s w e r e e x a m i n e d f o r z o n e s o f l y s i s (c l e a r i n g ) . E a c h z o n e o f l y s i s w a s c o n s i d e r e d t o
r e p r e s e n t a p o s i t i v e e n r i c h m e n t t u b e .
T h e m e d i u m f o r t h e s p o t p l a t e s c o n s i s t e d o f 3 g T SB a n d 0 . 7 5 g a g a r p e r 1 0 0 m l
r e a g e n t w a t e r A f t e r a u t o c l a v i n g a n d c o o l i n g t o 4 5
"
C , 1 m l o f s t o c k a n t i b i o t i c s o l u t i o n a n d 2
m l o f t h e c o r r e sp o n d i n g l o g p h a s e F a m p b a c t e r i a l h o s t c u l t u r e w e r e a d d p e r 1 0 0 m l . T h e
m e d i u m w a s t h e n d i s t r i b u t e d a t 3 0 m l p e r p l a t e a n d a l l o w e d t o s o l i d i f y T h i s i s t h e m e t h o d
u s e d t o m a k e t r y p t i c s o y a g a r (T SA ) p l a t e s d u r i n g t h e e n t i r e t y o f t h e p r o j e c t
B a c t e r i o p h a g e E n u m e r a t i o n T e c h n i q u e : M P N m e t h o d
T h e M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M P N ) p r o c e d u r e i s a s t a t i s t i c a l m e t h o d b a s e d o n
d i l u t i n g o r g a n i s m s t o d i s a p p e a r a n c e a n d e v a l u a t i n g w h e t h e r a p o s i t i v e s i g n o f t h e o r g a n i s m
'
s
p r e s e n c e a p p e a r s i n r e p l i c a t e t u b e s f o r a g i v e d i l u t i o n T h e m u l t i p l e t u b e i n o c u l a t i o n
t e c h n i q u e m a y b e u s e d t o o b t a i n s t a t i s t i c a l l y v a l i d M P N e s t im a t e s o f c o l i p h a g e d e n s i t y
I n t h i s e x a m i n a t i o n o f b i o s o l i d s , a s e r i e s o f f i v e t u b e s w e r e i n o c u l a t e d w i t h d e c i m a l
q u a n t i t i e s o f b i o s o l i d s b a s e d o n t h e p r o b a b l e b a c t e r i o p h a g e d e n s i t y T h e r e s u lt s f r o m t h r e e
o f t h e s e d i l u t i o n s w e r e t h e n u s e d i n c o m p u t i n g t h e M PN T o s e l e c t t h e t h r e e d i l u t i o n s t o b e
u s e d i n d e t e r m i n i n g t h e M P N i n d e x , t h e h i g h e s t d i l u t i o n s t h a t g a v e p o s i t i v e r e s u l t s i n a l l f i v e
p o r t i o n s t e s t e d a n d t h e t w o n e x t s u c c e e d i n g h i g h e r d i l u t i o n s w e r e s e l e c t e d I f f e w e r t h a n 5
t u b e s w e r e p o s i t i v e i n a n y d i l u t i o n , t h e n t h e d i l u t i o n w i t h t h e h i g h e s t n u m b e r o f p o s i t i v e
t u b e s p l u s t h e n e x t t w o d i l u t i o n s w a s s e l e c t e d f o r d e t e r m i n a t i o n o f t h e M PN
St a t i s t i c a l A n a l y s i s o f D a t a fo r (T A D ) C o n t i n u o u s a n d B a t c h S a m p l e s
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M P N s
,
m e a n s
,
a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f d a t a s e t s w e r e c a l c u l a t e d w i t h E x c e l w i t h
t h e h e l p o f D r M i n a S h e h e e . F o r t h e m i c r o b i a l c o n s t i t u e n t s , m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s
w e r e d e t e r m i n e d f r o m t h e l o g i o v a l u e s (g e o m e t r i c m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s ) St a n d a r d
d e v i a t i o n s o f c a l c u l a t e d v a l u e s w e r e d e t e r m i n e d w i t h p r o p a g a t i o n o f e r r o r f o r m u l a s f r o m t h e
m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t h e i n d i v i d u a l v a l u e s (Y o u n g 19 6 2 ) C o m p a r i s o n s b e t w e e n
m e a n s w e r e m a d e w i t h t - t e s t s f o r i n d e p e n d e n t s a m p l e s u s i n g T K S o l v e r 4 . 0 (U n i v e r s a l
T e c h n i c a l S y s t e m s , R o c k f o r d , I L ) D i f f e r e n c e s b e t w e e n m e a n s a r e c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t i f
p < 0 0 5 . L i n e a r r e g r e s s i o n s w e r e p e r f o r m e d e i t h e r w i t h G r a p h e r (G o l d e n S o f t w a r e I n c ,
G o l d e n
,
C O ) o r w i t h E x c e l . N o n - l i n e a r r e g r e s s i o n w a s p e r f o r m e d w i t h P r o St a t (P o l y
So f t w a r e I n t e r n a t i o n a l
,
P e a r l R i v e r , N Y )
M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a ge C h a r a c t e r i z a t i o n
I s o l a t i o n
R e p r e s e n t a t i v e p l a q u e s f r o m E c o l i F a m p s t r e p t o m y c i n - a m p i c i l l i n t r y p t i c s o y a g a r
( I S A ) p l a t e s w e r e p i c k e d f r o m m u n i c i p a l s e w a g e s l u d g e s a m p l e s t a k e n f r o m t h e
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r A 50 0 pi p o r t i o n o f T S B w a s p i p e t t e d i n t o a n a u t o c l a v e d
1 . 5 m l E p p e n d o r f ® t u b e . A fi l t e r e d p i p e t t ip w a s t h e n t o u c h e d i n t o t h e p l a q u e a n d
b a c t e r i o p h a g e w a s d r a w n u p u s i n g a p i p e t t o r P i p e t m a n (G i l s o n , C a m p b e l l , C A ) T h e p i p e t
t i p w a s t h e n d i p p e d i n t o t h e l a b e l e d t u b e a n d t h e v i r u s w a s r e l e a s e d i n t o t h e T S B u s i n g t hr e e
p u m p i n g m o t i o n s T h e t u b e w a s t h e n v o r t e x e d
T h e 5 0 0 ju l p o r t i o n w a s s e p a r a t e d e q u a l l y i n t o f o u r di f f e r e n t a u t o c l a v e d 1 5 m l
E p p e n d o r f® t u b e s ( 1 2 5 /x l w a s p l a c e d i n e a c h t u b e ) T w o o f t h e t u b e s w e r e im m e d i a t e l y
s t o r e d a t - 2 0 " C a s a r c h i v e s a m p l e s . O n e d r o p o f l o g p h a s e E c o l i F a m p h o s t w a s a d d e d t o t h e
r e m a i n i n g t w o t u b e s t o e n r i c h t h e p h a g e . T h e s e t w o t u b e s w e r e t h e n p l a c e d in i n c u b a t o r s
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o v e r n i g h t a t 3 7
" C . T h e f o l l o w i n g m o r n i n g t h e y w e r e t r a n s f e r r e d t o t h e - 2 0
" C f r e e z e r u n t i l
u s e T h i s p r o c e s s w a s r e p e a t e d f o r e v e r y p h a g e i s o l a t e .
R N A s e T e s t
T h e n u c l e i c a c i d o f m a l e - s p e c i fi c i s o l a t e s , t h o s e i n f e c t i n g F + b a c t e r i a , w a s
d i f f e r e n t i a t e d b y t e s t i n g f o r g r o w t h i n t h e p r e s e n c e o f R N A s e , a n e n z y m e w h i c h i n h i b i t s t h e
a c t i v i t y o f R N A O n e t u b e c o n t a i n i n g e a c h i s o l a t e i n T S B o n l y w a s t a k e n o u t o f t h e f r e e z e r
a n d a l l o w e d t o t h a w o n i c e . E m p l o y i n g t h e s am e t e c h n i q u e f o r p r e p a r i n g s p o t p l a t e s , t w o
b o t t l e s o f T SA w e r e m a d e w i t h t h e a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c s a n d h o s t H o w e v e r t o o n e o f t h e
b o t t l e s
,
1 m l o f R N A s e (T y p e 1 - A , S i g m a - A l d r i c h ; S t . L o u i s , M O ) s o l u t i o n , m a d e u p a t 1 0
m g / m l , w a s a l s o a d d e d p e r 1 0 0 m l o f T SA T h e m e d i a w a s a g a i n d i s t r i b u t e d a t 3 0 m l p e r
p l a t e T h e r e w e r e a n e q u a l n u m b e r o f r e g u l a r T SA p l a t e s a n d T SA p l a t e s w i t h R N A s e
a d d e d
A f t e r t h e p l a t e s d r i e d , 1 0 jx l o f e a c h u n e n ri c h e d m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e i s o l a t e w a s
s p o t t e d o n e a c h o f t h e s o l i d i f i e d a g a r m e d i u m - h o s t b a c t e r i a p l a t e s T h e p l a t e s w e r e g r i d d e d
a n d n u m b e r e d f o r i s o l a t e i d e n t i fi c a t i o n p u r p o s e s T h e 10 /x l p h a g e d r o p s w e r e a l l o w e d t o
d r y , i n v e r t e d , a n d i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 7
°
C T h e n e x t m o r n i n g , p l a t e s w e r e e x a m i n e d f o r
l y s i s z o n e f o r m a t i o n . L y s i s z o n e f o r m a t i o n o n t h e £ c o l i L a m p a n d t h e E c o l i F a m p p l u s
R N A s e p l a t e s w a s t o i n d i c a t e F + D N A c o l i p h a g e s , m e m b e r s o f t h e I n o v i r i d a e f a m i l y F +
D N A c o l i p h a g e s w e r e e x p e c t e d t o g r o w e q u a l l y w e l l o n t h e p l a t e s w i t h a n d w i t h o u t R N A s e
L y s i s z o n e f o r m a t i o n o f t h e E c o l i F a m p p l a t e b u t n o t t h e E c o l i F a m p p l u s R N A s e p l a t e w a s
t o i n d i c a t e F + R N A c o l i p h a g e s , m e m b e r s o f t h e L e v i v i r i d a e f a m i l y . A p o s i t i v e c o n t r o l F +
R N A (M S2 ) w a s a l s o s p o t t e d o n b o t h o f t h e p l a t e s , a s w e r e t h e n e g a t i v e c o n t r o l b l a n k s fo r
q u a l i t y i n s u r a n c e .
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S e r o l o g i c a l T y p i n g o f F + R N A C o l i p h a g e I s o l a t e s
F + R N A c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e s u b d i v i d e d i n t o o n e o f fi v e g r o u p s (4 m a j o r g r o u p s :
I
,
I I , I I I , a n d I V ) u s i n g s p o t n e u t r a l i z a t i o n t e s t s w i t h a n t i s e r a r a i s e d i n r a b b i t s a g a i n s t
p r o t o t y p i c a l v i r u s e s o f e a c h g r o u p . T h e g r o u p s w e r e : I (M S2 ), I I (G A ) , I I I (Q |5) , I V (SP ),
I V a (F I ) T h e l a t t e r t w o s u b g r o u p s o f I V a r e c l o s e l y r e l a t e d b a c t e r i o p h a g e s A g a i n , T S A
p l a t e s w e r e p r e p a r e d a s a b o v e , f o r s p o t t i n g . A n t i s e r a w e r e a d d e d t o t h e m e d i u m o f
i n d i v i d u a l 1 0 - c m d i a m e t e r P e t r i p la t e s a t c o n c e n t r a t i o n s o p t im a l f o r n e u t r a l i z a t i o n o f v i r u s
i n f e c t i v i t y . T h e s e c o n c e n t r a t i o n s v a r i e d b e t w e e n 0 . 1 m l o f a 1 0
" '
d i l u t i o n a n d 0 . 5 m l o f a 1 0
' ^
d i l u t i o n , a r e s p e c i f i c f o r t h e p a r t i c u l a r a n t i s e r u m s t o c k a n d w e r e k i n d l y d e t e r m i n e d fo r t h e s e
s t o c k s a t U N C b y D o u g l a s W a i t . S i x p l a t e s w e r e p r e p a r e d , o n e c o n t a i n i n g e a c h a n t i s e r u m
a n d o n e c o n t a i n i n g n o a n t i s e r u m . G r i d s w e r e d r a w n w it h a r u l e r . O n e t u b e o f e a c h
u n e n r i c h e d F + R N A p h a g e i s o l a t e w a s a l l o w e d t o t h a w o n i c e T h e n , 1 0 0 - f o l d s e r i a l






a n d 10
" * "
) i n P B S A n 8 / x l
p o r t i o n o f e a c h d i l u t i o n o f e a c h i s o l a t e w a s p i p e t t e d o n t o c o r r e s p o n d i n g s q u a r e s o f e a c h p l a t e





, a n d 10
' *^
) T h e p l a t e s w e r e a l l o w e d t o d r y f o r 3 0 - 6 0 m i n u t e s a n d t h e n
i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d o v e r n i gh t a t 3 7
" C T h e a b s e n c e o f l y s i s z o n e o n a l a w n w a s
c o n s i d e r e d c o m p l e t e n e u t r a l i z a t i o n o f p h a g e i n f e c t i v i t y b y t h e a n t i s e r u m i n t h a t p l a t e a n d
p o s i t i v e i d e n t i fi c a t i o n o f t h e p h a g e s e r o t y p e i f t h e s a m e i s o l a t e w a s n o t n e u t r a l i z e d b y a n y
o t h e r a n t i s e r a ( l y s i s p r e s e n t ) F + R N A g r o u p I (M S2 ) w a s u s e d a s a p o s i t i v e c o n t r o l .
D e t e c t i o n o f F + R N A p h a g e s b y b r o a d l y - r e a c t i v e d u p l e x R T - PC R
Wh e n t h e R N A s e t e s t p r o d u c e d a m b i g u o u s r e s u l t s , g e n e t i c t y p i n g o f F + R N A
c o l i p h a g e i s o l a t e s w a s p e r f o r m e d b y h y b r i d i z a t i o n a s s a y s a f t e r R T
- P C R a m p l i fi c a t i o n o f
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v i r a l n u c l e i c a c i d . G e n e t i c t y p i n g u s e s n o n - r a d i o a c t i v e o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e s t o s u b g r o u p
F + R N A p h a g e s i s o l a t e s i n t o o n e o f t h e f o u r k n o w n g r o u p s : 1, I I , I I I , I V . T h e s e g r o u p s a r e
a n a l o g o u s t o t h e g r o u p s i d e n t i f i e d b y s e r o l o g i c a l t e s t i n g
R T - P C R f o r l e v i v i r u s e s (g r o u p I a n d I I ) a n d a l l o l e v ir u s e s (g r o u p I I I a n d IV ) w a s
p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d (V i n e e t a l 2 0 0 4 ) u s i n g t h e O n e - St e p R T - P C R k i t™ (Qi a g e n )
a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r s
'
i n s t r u c t i o n s B r i e f l y , e n r i c h e d p h a g e s w e r e fi r s t d i l u t e d 1 : 5 0
i n R N A s e /D N A s e - f r e e w a t e r (S i g m a - A l d r i c h ) f o l l o w e d b y h e a t r e l e a s e o f v i r a l n u c l e i c a c i d
f o r 5 m i n u t e s a t 9 9 " C , q u e n c h i n g o n i c e f o r 2 m i n u t e s , a n d t h e n s p u n f o r 5 s e c o n d s . F o r
r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n (R T ) a n d a m p l i fi c a t i o n , 2 5 [i \ o f t h e l y s a t e w a s a d d e d t o t h e O n e - St e p
R T - P C R m i x t h a t w a s a l i qu o t e d (2 2 5 jU, l p e r r e a c t i o n ) i n u l t r a - t h i n s t e r i l i z e d PC R t u b e s
(S a r s t e d t ) T h e fi n a l v o l u m e o f 2 5 \i \ c o n s i s t e d o f I X b u f f e r , 0 4 m M d N T P m i x , 0 6 |i M
JV 4 1 p ri m e r , 0 . 6 |i M J V 8 1 p ri m e r a n d 0 . 8 |a M M J V 8 2 p r im e r , 2 0 U R N A s e i n h i b i t o r
(P r o m e g a , M a d i s o n , W I ) a n d I |i ] o f E n z y m e M i x P r im e r s M J V 8 2 a n d JV 8 1 w i l l a m p l i f y
l e v i v i r u s e s a n d M J V 8 2 a n d J V 8 1 w i l l a m p h f y a l l o l e v i v i r u s e s M S 2 (g r o u p I ) a n d Q jS (g r o u p
I I I ) w e r e i n c l u d e d a s p o s i t i v e c o n t r o l . R T w a s p e r f o r m e d f o r 3 0 m i n u t e s a t 4 2
"
C , f o l l o w e d
b y a c t i v a t i o n o f t h e T a q p o l y m e r a s e f o r 1 5 m i n u t e s a t 9 5
" C . T h e s a m p l e s w e r e t h e n
s u bj e c t e d t o 4 0 c y c l e s o f 3 0 s e c o n d s a t 94 T , 3 0 s e c o n d s a t 4 5 T a n d 3 0 s e c o n d s a t 72
" C A
fi n a l e x t e n s i o n w a s p e r f o r m e d fo r 1 0 m i n u t e s a t 72
" C T h e t h e r m o c y c l e r p r o g r a m i s
o u t l i n e d i n T a b l e 4 b e l o w
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T a b l e 4 . R T - P C R T h e r m o c y c l e r P r o g r a m
S t e p (A L L - L e v i p r o g r a m ) T e m p e r a t u r e T i m e
R e v e r s e T r a n s c ri p t i o n 4 2
" C
I n i t i a l P C R A c t i v a t i o n ( 1 c y c l e ) 9 5
"
C
P C R (4 0 c y c l e s )
D e n a t u r a t i o n 9 4 " C
A n n e a l in g 4 5
°
C
E x t e n s i o n 7 2
"
C
F i n a l E x t e n s i o n ( 1 c y c l e ) 7 2
"
C
H o l d 4
"
C
3 0 n i i n
1 5 m i n
3 0 s e c
3 0 s e c
3 0 s e c
1 0 m i n
2 0 m i n
Su c c e s s o f t h e R T - P C R r e a c t i o n s a n d p o s i t i v e i d e n t i fi c a t i o n o f i s o l a t e s a s l e v i v i r u s o r
a l l o l e v i v i r u s w a s c o n f i r m e d b y e l e c t r o p h o r e t i c a n a l y s i s o n a 2 % e t h i di u m b r o m i d e - s t a i n e d
a g a r o s e g e l L e v i v i r u s e s (M S 2 (gr o u p I ) a n d G A (g r o u p I I ) - l i k e v i r u s e s ) y i e l d e d a 2 6 6 bp
p r o d u c t a n d a l l e l o l e v i v i r u s e s (Q(3 (g r o u p I I I ) a n d F I / S P (gr o u p IV )) y i e l d e d a 2 2 9 b p p r o d u c t .
G e l s w e r e t y p i c a l l y e l e c t r o p h o r e s e d a t 7 5 v o l t s f o r 1 h o u r . P o s i t i v e c o n t r o l s a n d n e g a t i v e
c o n t r o l r e a c t i o n s (w i t h o u t t e m p l a t e R N A ) a s w e l l a s m o l e c u l a r w e i g h t m a r k e r s , c o n s i s t i n g o f
a 1 0 0 b p D N A l a d d e r (P r o m e g a ® M a d i s o n , W I) w e r e i n c l u d e d o n e a c h g e l
G e n e t i c D e t e c t i o n o f F + D N A C o l i p h a g e I s o l a t e s
W h e n t h e R N A s e t e s t p r o d u c e d a m b i g u o u s r e s u l t s f o r d i s t i n g u i s h i n g F + D N A a n d F +
R N A c o l i p h a g e s , P C R - R L B t y p i n g o f F + D N A c o l i p h a g e i s o l a t e s w a s a l s o p e r f o r m e d . A
m a s t e r m i x w a s p r e p a r e d o n i c e u s i n g r e a c t i o n c o m p o n e n t s l i s t e d i n t h e T a b l e 5 . T h i s m i x
c o n s i s t e d o f P C R b u f f e r p H 9 . 0 (P r o m e g a ) , 0 2 m M dN T P , 15 pm o l o f S L - 2 p r im e r a n d 15
p m o l o f S L
- 3 p ri m e r , 1 . 2 5 U o f T a q (N E N B i o l a b s ) , 1 5 m M o f M g C b T h e S L 2 a n d S L 3
p r im e r s w e r e d e s i g n e d t o a m p l i fy a l l F + D N A v i r u s e s (V i n e e t a l . 2 0 0 4 )
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T a b l e 5 . M a s t e r M i x C o m p o n e n t s f o r P C R R e a c t i o n s
C o m p o n e n t V o l u m e / R e a c t i o n F i n a l C o n c e n t r a t i o n
R N A s e - f r e e w a t e r (QI A G E N ) 19 . 6 0
l OX P C R b u f f e r p H 9 0 (P r o m e g a ) 2 . 5 0
P C R n u c l e o t i d e m ix ( 1 0 m M ) 0 . 5 0 0 . 2 m M
SL - 2 p r i m e r ( 5 0 p m o l / ju L ) 0 . 2 0 1 5 p m o l
SL - 3 p r im e r ( 5 0 p m o l / / x L ) 0 . 2 0 15 p m o l
T a q (5 U / u L ) 0 2 5 1 . 2 5 U
M gC 12 (5 0 m M ) 0 . 7 5 1 . 5 m M
T o t a l v o l u m e / r e a c t i o n 2 4
A f t e r t h e p h a g e D N A w a s h e a t r e l e a s e d o n e jLt l o f e a c h p h a g e i s o l a t e w a s a d d e d t o t h e
m a s t e r m i x P o s i t i v e (M l 3 ) a n d n e g a t i v e (w a t e r ) c o n t r o l s w e r e i n c lu d e d i n e a c h e x p e r im e n t .
T h e P CR t u b e s w e r e t h e n t r a n s f e r r e d f r o m i c e t o a p r e h e a t e d (> 80
" C ) t h e r m o c y c l e r T h e
t h e r m a l c y c l e p r o g r a m i s o u t l i n e d i n t h e T a b l e 6 .
T a b l e 6 . P C R T h e r m o c y c l e r P r o g r a m
S t e p
I n i t i a l P C R A c t i v a t i o n ( 1 c y c l e )
P C R (4 0 c y c l e s )
D e n a t u r a t i o n
A n n e a l i n g
E x t e n s i o n
F i n a l E x t e n s i o n ( 1 c y c l e )
H o l d





5 0 ° C
72
° C
T i m e
3 m i n
7 2 ° C
4
° C
1 m i n
1 m i n
1 m i n
7 m i n
I n d e f i n i t e l y
P r o d u c t s i z e : 2 5 6 b p
A g a i n , t h e s u c c e s s o f t h e PC R r e a c t i o n s w a s i n i t i a l l y c o n f i r m e d b y a g a r o s e g e l
e l e c t r o p h o r e s i s (P C R p r o d u c t o f 2 5 6 b p ) i n g e l s c o m p o s e d o f 2 % a g a r o s e w i t h 4 /x l o f 1 0
50
m g / m l e t h i d i u m b r o m i d e . G e l s w e r e t y p i c a l l y r u n a t 7 5 v o l t s f o r 1 h o u r . M o l e c u l a r w e i g h t
m a r k e r s w e r e i n c l u d e d o n t h e g e l .
R e v e r s e L i n e B l o t H y b r i d i z a t i o n a s s a y f o r c o n f i r m a t i o n a n d
g e n o t y p i n g o f F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s
F o r r a p i d c o n f i r m a t i o n a n d g e n o t y p i n g o f F + D N A c o l i p h a g e s , a r e c e n t l y d e v e l o p e d
r e v e r s e l i n e b l o t h y b r i d i z a t i o n a s s a y (R L B ) w a s p e r f o r m e d o n P C R - a m p l i fi e d p r o d u c t s (V i n e
e t a l 2 0 0 4 ) F o r t h i s , 5
'
- b i o t i n y y l a t e d (R T ) - PC R p r o d u c t s w e r e g e n e r a t e d s im i l a r t o t h e
(R T ) - P C R p r o t o c o l s , b u t w i t h t h e r e v e r s e p r i m e r s l a b e l e d w i t h b i o t i n . P r i o r t o h y b r i d i z a t i o n ,
t h e p r e - l a b e l e d m e m b r a n e w a s w a s h e d f o r 5 m i n u t e s i n 2 0 0 m l o f 2 X S SP E - 0 . 1% SD S a t
r o o m t e m p e r a t u r e . T h e m em b r a n e w a s a s s e m b l e d i n t h e m i n i b l o t t e r , i n a p e r p e n d i c u l a r
p o s i t i o n r e l a t i v e t o t h e s l o t s o n t h e l i n e s w h i c h c o n t a i n e d t h e p r o b e s S l o t s w e r e f i l l e d w i t h
h e a t - d e n a t u r e d , b i o t i n - l a b e l e d P CR p r o d u c t (5 [i \ o f P C R p r o d u c t w a s d i l u t e d i n 2 X SS PE -
0 1% S D S
,
h e a t e d f o r 10 m i n u t e s a t 9 9 T a n d c h i l l e d o n i c e ) A f t e r h y b r i d i z a t i o n a t 4 8
" C
f o r 6 0 m i n u t e s t h e m e m b r a n e w a s w a s h e d t w i c e i n 2 5 m l 2X SSP E - 0 5 % SD S f o r 1 0
m i n u t e s a t t h e h y b r i di z a t i o n t e m p e r a t u r e . T h e m em b r a n e w a s t h e n i n c u b a t e d i n 10 m l o f
s t r e p t a v i d i n - p e r o x i d a s e c o n j u g a t e (R o c h e ) d i l u t e d 1 /4 00 0 i n 2 X SSP E - 0 . 5 % SD S f o r 4 5
m i n . a t 4 2 ° C f o l l o w e d b y f o u r w a s h e s (5 m i n e a c h ) w i t h 2 X S SP E - 0 5 % SD S a t 4 2
" C a n d
t w i c e f o r 5 m i n u t e s i n 2 X S SP E a t r o o m t e m p e r a t u r e A f t e r i n c u b a t i n g f o r 1 m i n u t e w i t h E C L
d e t e c t i o n r e a g e n t (A m e r s h a m ) a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s , t h e m e m b r a n e w a s
e x p o s e d t o a n X - r a y fi lm (K o d a k B i o m a x L i g h t f i lm ) f o r 30 m i n u t e s t o v i s u a l i z e b o u n d p r o b e .
F i lm s w e r e d e v e l o p e d in a K o n i c a S R X
- I O I A f i l m d e v e l o p e r .
5 1
M e m b r a n e s t r i p p i n g
A f t e r e x p o s u r e , t h e m e m b r a n e w a s w a s h e d f o u r t i m e s f o r 5 m i n u t e s i n 1 0 0 m l 1%
SD S a t 7 0 " C o n a r o c k i n g p l a t f o r m ( 15 0 r p m ) . T h e SD S w a s w a s h e d a w a y w i t h 2 x SS P E
a n d t h e m e m b r a n e w a s t h e n i n c u b a t e d i n 2 0 m M E D T A f o r 1 5 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e
a n d s t o r e d a t 4
"
C .
L a b S c a l e H e a t I n a c t i v a t i o n E x p e r i m e n t s o n C o l i p h a g e s
P h a g e P r e p a r a t i o n
F + R N A p h a g e s a n d F + D N A p h a g e i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m th e m u n i c ip a l s e w a g e
w e r e d i v i d e d i n t o t w o g r o u p s , f e e d i s o l a t e s a n d h e a t - t r e a t e d i s o l a t e s . F + R N A p h a g e s w e r e
a l s o d i v i d e d i n t o t h e t w o g r o u p s d e t e c t e d , g r o u p I (M S2 ) a n d g r o u p I I I (Q /3) . I f p o s s i b l e , t e n
i s o l a t e s w e r e t o b e c h o s e n f r o m e a c h g r o u p a s r e p r e s e n t a t i v e i s o l a t e s o f e a c h s l u d g e t y p e f o r
t h e h e a t t r e a t m e n t a s s a y : t e n g r o u p I f e e d i s o l a t e s , t e n g r o u p I b a t c h (h e a t - t r e a t e d ) i s o l a t e s ,
t e n Q/3 fe e d i s o l a t e s , t e n F + D N A f e e d i s o l a t e s , a n d t e n F + D N A h e a t - t r e a t e d i s o l a t e s T o
p r e p a r e t h e i s o l a t e s , e n r i c h e d p h a g e t u b e s w e r e d e f r o s t e d a n d c e n t r i f u g e d a t t o p s p e e d
( 10 , 0 0 0 - 14 , 0 0 0 ) f o r 5 m i n u t e s t o r e m o v e t h e E c o l i F a mp . A f t e r t h e t u b e s w e r e c e n t r i f u g e d ,
t h e s u p e r n a t a n t c o n s i s t i n g o f p h a g e a n d T S B w a s p l a c e d i n a s t e r i l e E p p e n d o r f ® t u b e E a c h
i s o l a t e w a s t h e n d i l u t e d i n T SB u n t i l t h e y r e a c h e d t o 1 0
^ - 1 0
^
d i l u t i o n s a n d s t o r e d a t - 2 0
" C
u n t i l n e e d e d
O b t a in i n g m o r e i s o l a t e s
T o o b t a i n m o r e fe e d i s o l a t e s , e x t r a s l u d g e w a s r e c e i v e d f r o m S CW R F . T h e s l u d g e
w a s s im i l a r i n t y p e a n d q u a l i t y t o t h a t o f t h e f e e d s l u d g e t e s t e d i n t h e t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c
5 2
d i g e s t i o n e x p e r i m e n t s . T h e s l u d g e w a s im m e d i a t e l y b l e n d e d i n a W a ri n g ® b l e n d e r o n h i gh
f o r 1 m i n u t e Se ri a l 1 0 - f o l d d i l u t i o n s w e r e t h e n m a d e o f t h e s l u d g e s a m p l e s i n P B S . T S A
p l a t e s w e r e m a d e a g a i n w i t h a n t i b i o t i c s a n d E c o l i F a m p h o s t s Sp o t s o f 10 jtx l o f t h e
u n di l u t e d s l u d g e a n d s l u d g e d i l u t i o n s w e r e p ip p e t t e d t o t h e T SA p l a t e s , a l l o w e d t o dr y ,
i n v e r t e d
,
a n d i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 7
' ^
C I s o l a t e s w e r e t h e n c o l l e c t e d f r o m l y s i s z o n e s ,
f r o z e n
,
c h a r a c t e ri z e d
,
a n d s e r o t y p e d u s i n g t h e s a m e m e t h o d s d e s c ri b e d a b o v e .
H e a t T ri a l s a t 5 3
"
C
T h e i s o l a t e s o f g r o u p s I (M S2 ) a n d I I I (QP) F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s w e r e
e x p o s e d t o 5 3
° C i n a n a u t o m a t e d , t h e r m o r e g u l a t e d h e a t b l o c k a n d t i t e r e d a f t e r 5 a n d 6 0
m i n u t e s . A n I s o t e m p 12 5 D (F i s h e r S c i e n t i f i c ) t h e r m a l h e a t b l o c k w a s p r e h e a t e d a n d s e t a t
5 3
" C . T h i s t e m p e r a t u r e w a s s e l e c t e d t a k in g i n t o a c c o u n t t h e t y p i c a l h e a t t r e a tm e n t c o n d i t i o n
f o r p o t e n t i a l u s e i n t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n .
A 2 0 0 |i l v o l u m e o f e a c h p h a g e (a p p r o x im a t e l y l O
'
P F U m l
" '
) w a s d i s t ri b u t e d i n t o
f o u r s t e ri l e E p p e n d o r f® t u b e s . E i g h t T S A p l a t e s w e r e m a d e w i t h t h e a b o v e h o s t s a n d
a n t i b i o t i c s : t w o f o r t i t e ri n g t h e i n i t i a l d i lu t i o n s , t w o fo r t i t e ri n g t h e p h a g e s e x p o s e d t o 5
m i n u t e s o f h e a t ; t w o fo r t i t e r in g t h e p h a g e s e x p o s e d t o 60 m i n u t e s o f h e a t , a n d t w o fo r
t i t e r i n g t h e p h a g e s s e t a t r o o m t e m p e r a t u r e (u n h e a t e d c o n t r o l s ) f o r t h e d u r a t i o n o f t h e
e x p e r im e n t
E a c h i s o l a t e w a s i n i t i a l l y t i t e r e d u s i n g th e Sp o t T i t e r C u l t u r e A s s a y (J o s e p h s e t a l
2 0 0 4 ) t h a t w i l l b e e x p l a i n e d b e l o w . T w o t u b e s o f e a c h i s o l a t e w e r e t h e n p l a c e d i n t o t h e h e a t
b l o c k a n d t h e t im e c o m m e n c e d A t th e p r e d e t e r m i n e d i n t e r v a l s (o f 5 m i n u t e s a n d 6 0
m i n u t e s ) , o n e t u b e o f e a c h i s o l a t e w a s r e m o v e d a n d c o o l e d i n i c e f o r 1 5 s e c o n d s i n o r d e r t o
5 3
c o o l t h e p h a g e s t o 4 0
°
C . T h e s u r v i v i n g b a c t e ri o p h a g e s w e r e a s s a y e d i m m e d i a t e l y a ft e r t h e y
w e r e r e m o v e d a t 5 a n d 6 0 m i n u t e i n t e r v a l s u s i n g t h e Sp o t T i t e r C u l t u r e A s s a y .
T h e p r e - s e l e c t e d 5 m i n u t e i n t e r v a l w a s t o r e p r e s e n t t h e s h o r t t e r m e f f e c t s o f h e a t o n t h e
c o l i p h a g e s T h e p r e
- s e l e c t e d 6 0 m i n u t e i n t e r v a l w a s t o r e p r e s e n t l o n g t e r m e f f e c t s o f h e a t o n
t h e c o l i p h a g e s L a s t l y , t h e p h a g e s t h a t r e m a i n e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r t h e e n t i r e t y o f t h e
h e a t i n a c t i v a t i o n a s s a y w e r e t i t e r e d . T h e s e w e r e t o a c t a s a c o n t r o l a n d in d i c a t e a n y l o s s o f
c o l i p h a g e t i t e r t h a t h a p p e n s a t r o o m t e m p e r a t u r e d u ri n g t h e t im e o f t h e e x p e ri m e n t . T h e
r e s u l t s w e r e e x p r e s s e d a s t h e c o n c e n t r a t i o n (p f u m f
'
) o f v i a b l e b a c t e r i o p h a g e s a n d p l o t t e d
a g a i n s t t h e t im e
P r e l i m i n a r y E x p e ri m e n t
P r i o r t o t e s t i n g t h e i s o l a t e s o n t h e h e a t b l o c k , a p r e l im i n a r y e x p e ri m e n t w a s
c o n d u c t e d t o t e s t h o w l o n g i t t o o k f o r t h e t e s t m e d i u m i n w h i c h t h e c o l i p h a g e s w e r e
s u s p e n d e d (T S B ) t o h e a t u p t o 5 3
"
C a f t e r s i t t i n g a t r o o m t em p e r a t u r e (2 5
"
C ) T o d o th i s ,
2 0 0 10 1 o f r o o m t e m p e r a t u r e T SB w a s p l a c e d i n a n E p p e n d o r f ® t u b e A t h e r m o m e t e r t i p w a s
t h e n p l a c e d i n t o t h e t u b e O n c e t h e t h e r m o m e t e r w a s a t r o o m t e m p e r a t u r e , t h e t u b e a n d
t h e rm o m e t e r w e r e p l a c e d i n t o t h e t h e r m o r e g u l a t e d h e a t b l o c k , w h i c h w a s s e t a t 5 3
°
C A t
t h i s p o i n t , a t i m e r b e g a n a n d d a t a w e r e c o l l e c t e d o n t h e t i m e i t t o o k f o r t h e t e m p e r a t u r e o f t h e
l i q u i d t o r i s e t o 5 3
° C I t t o o k a p p r o x im a t e l y 1 m i n u t e a n d 30 s e c o n d s t o r a i s e t h e
t e m p e r a t u r e t o s l i g h t l y o v e r 5 0
°
C . T h e a m o u n t o f a d d i t i o n a l t im e n e e d e d t o r a i s e t h e
t em p e r a t u r e t h e a d d i t i o n 3
°
C v a r i e d b u t w a s g e n e r a l l y a b o u t 4 5 s e c o n d s .
5 4
A d d i t i o n a l l y , a s im i l a r e x p e r im e n t w a s c o n d u c t e d t o s e e h o w l o n g i t t o o k f o r t h e
l i q u i d t o r e a c h 4 0
°
C a f t e r i m m e r s i n g t h e s a m p l e t u b e i n i c e i m m e d i a t e l y a f t e r r e m o v i n g i t
f r o m t h e h e a t . I t o n l y r e q u i r e d a b o u t 3 0 s e c o n d s f o r t h e l i q u i d t o c o o l t o t h i s t e m p e r a t u r e .
T h e r e fo r e b a s e d o n t h e s e s t u d i e s
,
t h e t im i n g o f h e a t e x p o s u r e d i d n o t c o m m e n c e u n t i l
a b o u t 1 m i n u t e a n d 3 0 s e c o n d s a f t e r t h e t u b e s w e r e p l a c e d i n t h e t h e r m o r e g u l a t e d h e a t b l o c k .
T h e r e f o r e
,
t h e s e h e a t i n a c t i v a t i o n e x p e r i m e n t t e s t e d t h e r e s p o n s e o f t h e i s o l a t e s o n l y w h e n
t h e y w e r e d e fi n i t e l y a t t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s o f 5 0
°
C o r h i g h e r (w i t h a m a x i m u m o f
5 3
"
C i n t h e s e e x p e r i m e n t s ) F u r t h e r m o r e , t h e i s o l a t e s w e r e p l a c e d i n i c e f o r a b o u t 3 0
s e c o n d s a f t e r h e a t e x p o s u r e , i n o r d e r t o c o o l t h e m q u i c k ly t o a t e m p e r a t u r e a t w h i c h t h e r e
w o u l d b e n o r a p i d i n a c t i v a t i o n
B a c t e r i o p h a g e E n u m e r a t i o n T e c h n i q u e : Sp o t T i t e r C u l t u r e A s s a y
T e n - f o l d d i l u t i o n s w e r e m a d e o f e a c h c o l i p h a g e i s o l a t e s a m p l e a n d s p o t t e d i n
d u p l i c a t e o n a g a r m e d i u m
- h o s t c e l l p l a t e s . T h e s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e i n t h e f o l l o w i n g
m a n n e r A 10 jU 1 p o r t i o n o f t h e u n d i l u t e d ph a g e w a s fi r s t s p o t t e d t o t h e T S A p l a t e A n o t h e r
10 / x l o f t h e u n d i l u t e d p h a g e w a s t h e n p l a c e d i n 9 0 fx i o f P B S , v o r t e x e d , a n d a 10 /x l o f t h i s
d i l u t i o n w a s s p o t t e d i n d u p l i c a t e o n t h e T SA p l a t e u s i n g a n e w p i p e t t i p T h i s w a s
c o n s i d e r e d t o b e 1 0
" ' d i l u t i o n . I m m e d i a t e l y a f t e r s p o t t i n g t h e 1 0
" '
d i l u fi o n o n t h e T SA p l a t e s ,
a n o t h e r 1 0 j i i l w a s t a k e n o u t o f t h e 1 0
' '
d i l u t i o n t u b e a n d p l a c e d i n a n o t h e r t u b e c o n t a i n i n g 9 0
jU l o f P B S t o m a k e a 1 0
" ^ d i l u t i o n . T h e s p o t t i n g t e c h n i q u e c o n t i n u e d t o a 1 0
" ' ' d i l u t i o n
T h e r e f o r e
,
e a c h i s o l a t e w a s t h u s s p o t t e d i n d u p l i c a t e i n i t i a l l y , a f t e r 5 m i n u t e s , a f t e r 6 0
- 1 - 7 ^
m i n u t e s
,















T h e s p o t s w e r e a l l o w e d t o d r y f o r 3 0 - 6 0 m i n u t e s . T h e p l a t e s w e r e t h e n i n v e r t e d a n d
i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 7
" C . T h e f o l l o w i n g m o r n i n g t h e p h a g e s w e r e e n u m e r a t e d b y
c o u n t i n g t h e n u m b e r o f p l a q u e s i n e a c h 10 /x l s p o t p e r d i l u t i o n p e r s a m p l e B e t w e e n 1 - 4 0
p l a q u e s p o t s a r e c o u n t a b l e a n d p r o d u c e t h e m o s t r e p r o d u c i b l e r e s u l t s C o l ip h a g e t i t e r s w e r e
e x p r e s s e d a t p l a q u e
- f o r m i n g u n i t s p e r m l .
M e t h o d s C o m p a r i s o n
A c o m p a r i s o n w a s m a d e b e t w e e n t h e s p o t t i t e r m e t h o d a n d d o u b l e a g a r l a y e r (D A L )
p o u r p l a t e m e t h o d o n p r i m a r y e f f lu e n t a n d a c o n t r o l c o l i p h a g e (M S2 ) T h e s p o t t i t e r m e t h o d
w a s c o n d u c t e d a s d e s c r i b e d a b o v e
F o r t h e D A L
,
10 0 x 15 m m t r y p t i c s o y a g a r (T SA ) p l a t e s (b o t t o m a g a r ) w e r e m a d e
w i t h L 5 % b a c t o a g a r in T SB t h e d a y b e f o r e t h e e x p e r i m e n t . T h e d a y o f t h e e x p e r i m e n t ,
s e r i a l 1 0 - f o l d d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d i n T S B o f t h e p r i m a r y e f f l u e n t s am p l e s A t o p a g a r
w a s m a d e c o n s i s t i n g o f 3 g o f T S B a n d 0 . 7 g o f b a c t o a g a r p e r 1 0 0 m i s o f w a t e r . A n t ib i o t i c s ,
s t r e p / a m p , w e r e a d d e d o n c e t h e m e d i a w a s c o o l e d t o ~ 4 5
°
C E a c h d i l u t i o n w a s p l a t e d i n
d u p l i c a t e F i v e m l o f f r e s h T SA a g a r , 1 0 0 / x l o f a n o v e r n i g h t c u l t u r e o f E c o l i F a m p , a n d 10 0
Ji l l o f t h e s a m p l e d i l u t i o n w e r e a dd e d t o a 1 5 m l g l a s s t u b e T h e t u b e s w e r e t h e n s w i r l e d a n d
p o u r e d i n t o t h e P e t r i d i s h h o l d i n g t h e h a r d e n e d T S A b o t t o m a g a r
F o r a l l m e t h o d s
,
t h e p l a t e s w e r e a l l o w e d t o dr y , i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d a t t h e
a p p r o p r i a t e t e m p e r a t u r e s . C o u n t s o f p l a q u e f o r m i n g u n i t s f r o m t h e D A L a n d s p o t - t i t e r
t e c h n i q u e s w e r e d e t e r m i n e d a f t e r t h e i n c u b a t i o n p e r i o d , w h i c h w a s a b o u t 8 - 1 2 h o u r s T i t e r s
o b t a i n e d f o r t h e D A L a n d s p o t - t i t e r t e c h n i q u e w e r e c o m p a r e d a t e a c h d i l u t i o n
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D i l u t i o n M e d i a C o m p a ri s o n
A d d i t i o n a l l y a d i l u t i o n m e d i u m c o m p a ri s o n w a s c o n d u c t e d b e t w e e n P B S (D u b e c c o s ) ,
r e g u l a r P B S , 3 % b e e f b r o t h , a n d T SB A g r o u p I fi e l d i s o l a t e a n d a c o n t r o l (M S 2 ) w e r e
c h o s e n f o r t e s t i n g T h e s e w e r e t h e n s e ri a l l y 1 0 - f o l d d i l u t e d i n a l l o f t h e d e s c r ib e d m e d i a a n d
s p o t
- t i t e r e d u s i n g t h e m e t h o d d e s c r i b e d a b o v e . E a c h s p o t w a s m a d e i n d u p l i c a t e . T h e s p o t s
w e r e a l l o w e d t o d r y , t h e p l a t e s w e r e i n v e r t e d , a n d t h e n i n c u b a t e d a t 3 7
°
C f o r 8 - 1 2 h o u r s
T i t e r s o f t h e c o l i p h a g e s o b t a i n e d fr o m t h e d i f f e r e n t m e d i a w e r e t h e n c o m p a r e d
I n a c t i v a t i o n R a t e K i n e t i c s f o r 5 3
°
C B e n c h - s c a l e E x p e ri m e n t s
T h e i n a c t i v a t i o n r a t e k i n e t i c s c a u s e d b y t h e h e a t c a n b e e v a l u a t e d u s i n g t h e d a t a o n
p h a g e c o n c e n t r a t i o n a s a f u n c t i o n o f t im e . I f e a c h p h a g e i s i n a c t i v a t e d e x p o n e n t i a l l y (f i r s t -
o r d e r r e a c t i o n ) a t a r a t e u n i q u e f o r t h a t p h a g e , t h e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n c o n c e n t r a t i o n s o f
i n f e c t i o u s p h a g e p a r t i c l e s (N a , N b ) a n d t im e (t ) i s :
d N A /d t = - k , N A ( 1 )
dN e / d t = - k 2N B (2 )
w h e r e k j a n d k 2 a r e p r o p o r t i o n a l i t y c o n s t a n t s a n d dN j / d t a r e r a t e s o f c h a n g e s o f
c o n c e n t r a t i o n s w i t h t i m e A f i r s t - o r d e r r e a c t i o n i s o n e i n w h i c h t h e p r o b a b i l i t y o f b e i n g
i n a c t i v a t e d i s r e l a t e d e x p o n e n t i a l l y t o t h e t im e a c c o r d i n g t o e q u a t i o n s 1 a n d 2 a b o v e (H i a t t
1 9 64 ) .
H o w e v e r
,
v i r a l i n a c t i v a t i o n i s n o t a l w a y s s im p l e i n f o r m . T h e d a t a f o r t h e r m a l
i n a c t i v a t i o n m a y a p p e a r a s t w o l i n e s o f d i f f e r e n t s l o p e s , i n d i c a t i n g d i f f e r e n t d e c a y r a t e s (k , )
a r e p r e s e n t . T h i s m a y p r o v i d e e v i d e n c e f o r t h e p a r t i c i p a t i o n o f t w o d i f f e r e n t r e a c t i o n
5 7
m e c h a n i s m s , h e t e r o g e n e i t y (o r m u l t i p l e p o p u l a t i o n s ) w i t h i n t h e p h a g e m i x t u r e , o r v i r u s
a g g r e g a t i o n . T h i s s t a t e c a n b e e v a l u a t e d u s i n g t h e fo l l o w i n g e q u a t i o n s .
I n t e g r a t i n g E q s . ( 1 ) a n d (2 ) b e t w e e n l i m i t s y i e l d s :
N a = N aW ^ ^ " ^ (3 )
N e ^ N e
' ^
e x p
' - '' ^ ' '
(4 )
I n w h i c h N j
°
a r e t h e c o n c e n t r a t i o n s a t t h e b e g i n n i n g o f t h e t h e r m a l t r e a t m e n t , a n d N i a r e t h e
c o n c e n t r a t i o n s a f t e r t im e t h a s e l a p s e d .
S o , t h e s u r v i v a l o f v i r u s p a r t i c l e s o v e r t i m e c a n b e r e p r e s e n t e d b y :
N = N a + N b ( 5 )
N = N AW " " + N B ' e x p * - ' ' ' ^ (6 )
T h e i n i t i a l v i r a l p o p u l a t i o n i s e x p r e s s e d a s :





1 = N a
°
/ N ° + N bW (8 )
a n d












a n d t h e s u r v i v a l r a t i o f o r t h e p h a g e s m a y b e w r i t t e n a s :
N /N ° - ( 1 - 7)e x p (
" ^ "
) + y e x p {
- ^ ^ '
} ( 1 1 )
i n w h i c h f r a c t i o n ( 1 - 7 ) o f t h e p h a g e i s i n a c t i v a t e d a t t h e r a t e c o n s t a n t k i a n d f r a c t i o n 7 i s
i n a c t i v a t e d a t t h e r a t e c o n s t a n t k j C o n s e q u e n t l y , a s u r v i v a l c u r v e i s t h e s u m o f t w o l i n e a r
c o m p o n e n t s w h i c h i n t e r c e p t a t (1 - 7 ) a n d 7 r e s p e c t i v e l y
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F r o m t h e e x p e ri m e n t a l d a t a o f p h a g e s u r v i v a l a t 5 3
°
C h e a t t r e a t m e n t s , N /N r a t i o s
w e r e c a l c u l a t e d a n d p l o t t e d a g a i n s t t i m e T h e s e d a t a w e r e fi t t e d b y f o l l o w i n g t h e m o d e l
p r e v i o u s l y p r o p o s e d (H i a t t 1 9 64 a n d Qu i b e r o n i e t a l 2 0 0 3 ) a n d w i t h t h e h e l p o f P r o f .
D o u g l a s C r a w f o r d
- B r o w n T h e fi r s t - o r d e r k i n e t i c l i n e a n d t h e
"
t w o p o p u l a t i o n
"
l i n e w e r e
f i t t e d t o t h e d a t a i n o r d e r t o i l l u s t r a t e w h i c h t y p e o f k i n e t i c m o d e l b e s t d e s c ri b e d i n t h e
i n a c t i v a t i o n o f t h e p h a g e s b y h e a t T h e s e g r a p h s w e r e t h e n u s e d t o m a k e c o m p a ri s o n s
b e t w e e n t h e p h a g e s t o h e l p u n d e r s t a n d t h e t a i l i n g e f f e c t w i t n e s s e d i n t h e t h e r m o p h i l i c
a n a e r o b i c d i g e s t i o n i n a c t i v a t i o n e x p e r i m e n t s T h e g r a p h s w e r e c r e a t e d u s i n g t h e c o m p u t e r
p r o g r am E x c e l
S t a t i s t i c a l A n a l y s i s o f t h e L o g I n a c t i v a t i o n
A n a l y s i s o f v a r i a n c e (A N O V A ) a n d p o s t - t e s t s w e r e p e r f o r m e d o n t h e i s o l a t e d a t a
o b t a i n e d a f t e r t h e y w e r e e x p o s e d t o h e a t f o r 6 0 m i n u t e s , w i t h t h e c o m p u t e r p r o g r a m I N S T A T
t o g e n e r a t e t h e s i g n i fi c a n c e v a l u e s . A n o r d i n a r y A N O V A c o m p a r e s t h e m e a n s o f t h r e e o r
m o r e g r o u p s T h e n u l l h y p o t h e s i s i s t h a t a l l c o l u m n m e a n s a r e e q u a l a n d I N ST A T r e p o r t s
t h e p
- v a l u e t e s ti n g t h i s n u l l h y p o t h e s i s . T h e A N O V A t e s t a s s u m e s t h a t t h e d a t a a r e r a n d o m l y
s a m p l e d f r o m l a r g e r p o p u l a ti o n s (o r a t l e a s t a r e r e p r e s e n t a ti v e o f t h o s e p o p u l a t i o n s ) , t h a t
e a c h v a l u e s w a s o b t a i n e d i n d e p e n d e n t l y o f t h e o t h e r s , t h a t t h e d a t a a r e s a m p l e d f r o m
p o p u l a t i o n s t h a t f o l l o w a G a u s s i s a n d i s t r i b u t i o n a n d t h a t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n s o f t h e s e
p o p u l a t i o n s a r e a l l e q u a l .
W h e n a s i g n i fi c a n t r e s u l t w a s o b t a i n e d i n A N O V A , a T u k e y - K r am e r M u l t i -
c o m p a ri s o n P o s t T e s t w a s u s e d t o n a r r o w d o w n w h i c h c o l u m n s w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t
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f r o m o t h e r c o l u m n s . F o r e v e r y p a i r o f c o l u m n s , t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n m e a n s a n d p - v a l u e s
w a s r e p o r t e d .
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I V R E S U L T S
T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t i o n E x p e r i m e n t s
M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e R e m o v a l s b y t r e a t m e n t i n a C o n t i n u o u s D i g e s t e r
A s u m m a r y o f t h e p h y s i c a l / c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e f e e d s l u d g e s a n d e f f lu e n t
b i o s o l i d s i s p r o v i d e d i n A i t k e n e t a l (s u b m i t t e d ) A l t h o u g h t e m p e r a t u r e i s b e l i e v e d t o b e t h e
p r im a r y f a c t o r r e s p o n s i b l e fo r t h e i n a c t i v a t i o n o f p a t h o g e n s a n d i n d i c a t o r o r g a n i s m s i n h i g h
-
t e m p e r a t u r e p r o c e s s e s s u c h a s t h e rm o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n , o t h e r p h y s i c a l a n d c h e m i c a l
c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e s l u d g e t h a t m a y a l s o i n f l u e n c e t h e i n a c t i v a t i o n o f t h e s e o r g a n i s m s
i n c l u d e p H , c o n c e n t r a t i o n s o f p r o t o n a t e d (n o n - i o n i z e d ) o r g a n i c a c i d s , a n d f r e e N H 3 (n o n -
i o n i z e d a m m o n i a ) T h e r e d u c t i o n o f a n y p a t h o g e n o r i n d i c a t o r o r g a n i s m i n t h e c o n t i n u o u s
d i g e s t e r i s r e f l e c t i v e o f t h e o v e r a l l c o n d i t i o n s i n t h e d i g e s t e r B e c a u s e t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r
w a s c o m p l e t e l y - m i x e d a n d e s s e n t i a l l y c o n t i n u o u s f l o w , t h e e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n s o f
p o t e n t i a l l y r e l e v a n t p a r a m e t e r s r e f l e c t t h e c o n d i t i o n s t o w h i c h t h e o r g a n i s m s w e r e e x p o s e d i n
t h e r e a c t o r
A d d i t i o n a l l y , t h e r e s i d e n c e t i m e i n t h e c o n t i n u o u s - f l o w r e a c t o r w a s b e t w e e n 4 . 0 a n d
4 3 d a y s a t 5 5
° C
,
f o r w h i c h t w o d i s t i n c t o p e r a t i n g p e r i o d s r e p o r t e d . T h e r e s i d e n c e t im e f o r
t h e r e m a i n d e r o f t h e o p e r a t i n g c o n d i t i o n s w a s b e t w e e n 5 3 a n d 6 . 0 d a y s (A i t k e n e t a l .
s u b m i t t e d ) . T h e s e r e s i d e n c e t im e s w e r e s e l e c t e d t o b e c o n s e r v a t i v e l y s h o r t f o r s i n g l e - s t a g e
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n . B e c a u s e t h e c o n t i n u o u s r e a c t o r w a s o p e r a t e d a t a s h o r t e r
r e s i d e n c e t im e a t 5 5 ' ' C t h a n t h e o t h e r o p e r a t i n g c o n d i t i o n s , r e m o v a l s a t 5 5
" C c a n n o t b e
c o m p a r e d d i r e c t l y o n t h e b a s i s o f e q u a l r e s i d e n c e t i m e t o r e m o v a l s u n d e r t h e o t h e r
c o n d i t i o n s .
I n A i t k e n e t a l (s u b m i t t e d ) , n o i n f e c t i o u s p o l i o v i r u s t h a t h a d b e e n s e e d e d i n t o t h e
d i g e s t e r f e e d s l u d g e w a s f o u n d i n t h e d i g e s t e r e f f lu e n t a t a n y o f t h e o p e r a t i n g c o n d i t i o n s A t
l e a s t a t h r e e - l o g r e m o v a l a c r o s s t h e r e a c t o r w a s o b s e r v e d u n d e r a l l o p e r a t i n g c o n d i t i o n s




f o r w h i c h a s u b s t a n t i a l l y l o w e r
c o n c e n t r a t i o n h a d b e e n s p i k e d i n t o t h e f e e d s l u d g e a n d h e n c e f o r w h i c h o n l y a l o w e r
m a x im u m l o g i o r e d u c t i o n c o u l d b e o b s e r v e d . V i a b l e Sa l m o n e l l a w e r e fo u n d i n t h e d i g e s t e r
e f f lu e n t i n o n e s am p l e c o l l e c t e d d u r i n g o p e r a t i o n a t 5 3
° C w i t h t h e S C WR P s l u d g e , b u t
v i a b l e Sa lm o n e l l a w e r e n o t f o u n d i n t h e e f fl u e n t u n d e r a n y o t h e r o p e r a t i n g c o n d i t i o n . T h e
e x t e n t o f f e c a l c o l i f o r m r e d u c t i o n b y t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r a p p e a r e d t o i n c r e a s e w i t h
i n c r e a s i n g t e m p e r a t u r e , b u t t h e a b i l i t y o f t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r t o a c h i e v e a n e f f l u e n t
c o n c e n t r a t i o n b e l o w 1 , 0 0 0 M P N / g T S (t h e C l a s s A l i m i t ) d e p e n d e d o n t h e f e c a l c o l i f o r m
c o n c e n t r a t i o n i n t h e f e e d s l u d g e . B o t h e f f l u e n t s a m p l e s c o l l e c t e d d u ri n g o p e r a t i o n a t 5 5
° C
h a d f e c a l c o l i f o r m c o n c e n t r a t i o n s g r e a t e r t h a n t h e C l a s s A l im i t . H o w e v e r , i t s h o u l d b e k e p t
i n m i n d t h a t t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r w a s o p e r a t e d a t a s h o rt e r r e s i d e n c e t i m e a t 5 5
° C t h a n a t
t h e o t h e r o p e r a t i n g c o n d i t i o n s . C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s w e r e n o t r e d u c e d i n t h e
c o n t i n u o u s r e a c t o r u n d e r a n y o p e r a t i n g c o n d i t i o n s . R e d u c t i o n o f s o m a t i c c o l i p h a g e s w a s
g e n e r a l l y l e s s t h a n o n e
- l o g a n d t h e r e w a s n o a p p a r e n t t r e n d w i t h t e m p e r a t u r e . F o r t h i s
r e a s o n
,
n e i t h e r o f t h e s e o r g a n i s m s w o u l d b e g o o d i n d i c a t o r s o f t h e r m a l i n a c t i v a t i o n o f
p a t h o g e n s o v e r t h e r a n g e o f t e m p e r a t u r e s e v a l u a t e d i n t h i s s t u d y T h i s i s b e c a u s e t h e y w e r e
n o t r e d u c e d b y s u f f i c i e n t a m o u n t s t o d o c u m e n t s t h e 2 - a n d 3 - l o g i o r e d u c t i o n s r e q u i r e d f o r
h e lm i n t h e s a n d v i r a l p a t h o g e n s b y a P F R P p r o c e s s .
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D a t a o n r e d u c t i o n s o f m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s b y t h e c o n t i n u o u s fl o w t h e r m o p h i l i c
d i g e s t e r i l l u s t r a t e d m o r e p r o m i s e a s a n i n d i c a t o r o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s f o r t h e t e m p e r a t u r e s
s t u d i e d . T h e s e d a t a a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 7 . M a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s w e r e l e s s a b u n d a n t
i n e a c h s l u d g e t h a n t h e s o m a t i c c o l i p h a g e s (A i t k e n e t a l , s u b m i t t e d ) , a l t h o u g h t h e
c o n c e n t r a t i o n w a s a t o r a b o v e 4 5 l o g i o M P N / g T S i n s o m e o f t h e SC WR F s l u d g e s a m p l e s .
T h e r e d u c t i o n o f m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s i n t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r a p p e a r e d t o b e r e l a t e d t o
t e m p e r a t u r e G r e a t e r t h a n t w o
- lo g i o r e d u c t i o n w a s o b s e r v e d a t 5 5
° C
,
f r o m 0 . 9 t o 1 . 6 l o g i o
r e m o v a l w a s o b s e r v e d a t 5 3 ° C f o r a l l t h r e e s l u d g e s , a n d n o s i g n i fi c a n t r e d u c t i o n w a s
o b s e r v e d a t 5 1
°
C T h e c o n c e n t r a t i o n o f c o l i p h a g e s i n t h e f e e d a n d t r e a t e d s l u d g e s w a s
e v a l u a t e d s t a t i s t i c a l l y u s i n g a t w o - t a i l e d t - t e s t w i t h t h e a s s u m p t i o n o f e q u a l v a r i a n c e s . T h e r e
w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n t h e p h a g e l o g i o c o n c e n t r a t i o n b e t w e e n t h e
"




e f fl u e n t
"
f o r e a c h s l u d g e s a m p l e a t 5 3
° C a n d 5 5 " C
,
b u t n o t a t 5 1
° C A g a i n , i t s h o u l d
b e n o t e d t h a t t h e r e s i d e n c e t im e s u s e d d u r i n g t h e t w o p e r i o d s o f o p e r a t i o n a t 5 5
" C w e r e
l o w e r t h a n u s e d d u r i n g t h e o t h e r o p e r a t i n g p e ri o d s T h e c o n c e n t r a t i o n ( l o g i o / g T S) a n d l o g i o
r e d u c t i o n o f e a c h f e e d s a m p l e i n t h e c o n t i n u o u s fl o w r e a c t o r c a n b e fo u n d i n A p p e n d i x 1 .
T a b l e 7 . C o n c e n t r a t i o n (L o g i o / g T S ) a n d R e d u c t i o n s o f M a l e - S p e c i f i c C o l i p h a g e s b y
T r e a t m e n t i n t h e C o n t i n u o u s D i g e s t e r
C o n c e n t r a t i o n ( L o g i o / g T S )
O p e r a t i n g C o n d i t i o n F e e d E f f l u e n t L o g i o R e d u c t i o n
SC WR F - 5 5 A 4 . 5 9 ± 0 4 7 (3 ) 2 2 3 ± 0 2 8 (2 ) 2 3 6 ± 0 . 5 5
SC WR F - 5 5 B 4 . 4 4 ( 1 ) 1 . 8 4 ( 1 ) 2 . 6 0
SC WR F - 5 3 3 . 3 1 ± 0 . 4 1 (5 ) 2 . 1 7 ± 0 04 (4 ) 1 . 14 ± 0 4 2
SC WR F - 5 1 3 . 3 7 ± 0 . 3 9 (4 ) 3 . 1 1 ± 1 . 10 (2 ) N R
**
OWA SA - 5 3 1. 2 1 ± 0 . 6 8 (4 ) 0 . 3 5 ± 1 12 (2 ) 0 8 6 ± 1 . 3 1
*'
W L S S D - 5 3 2 . 2 2 ± 0 . 1 2 (4 ) 0 . 6 5 ± 0 . 0 6 1. 5 7 ± 0 . 1 3
"
N R = n o r e m o v a l (n o s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n f e e d a n d e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n s )
" *
A l t h o u g h th e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e m e a n f e e d a n d e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n s i s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
( p > 0 0 5 ) , o n e o f t h e e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n s w a s l o w e r t h a n th r e e o f t h e f o u r i n f l u e n t c o n c e n t r a t i o n s a n d
t h e o t h e r w a s l o w e r t h a n a l l f o u r c o n c e n t r a t i o n s T h e h ig h e r o f t h e e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n s ( 1 14 l o g i o ) w a s
6 3
l o w e r th a n t h e c o n c e n t r a t i o n i n b o th f e e d s a m p l e s o b t a i n e d b e f o r e th a t e f fl u e n t s a m p le w a s c o l l e c t e d ( 1 72
l o g i o a n d 1 4 8 l o g i o ) T h e r e l a t i v e l y l o w m e a n a n d h i g h s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r t h e f e e d c o n c e n t r a t i o n a r e a
r e s u l t o f o n e v e r y l o w v a l u e ( 0 2 0 l o g i o )
B a t c h T r e a t m e n t o f E f f l u e n t B i o s o l i d s f r o m t h e C o n t i n u o u s D i g e s t e r
F o r e a c h o p e r a t i n g c o n d i t i o n t w o t e s t s w e r e c o n d u c t e d i n w h i c h t h e e f f l u e n t f r o m t h e
c o n t i n u o u s d i g e s t e r w a s t r e a t e d i n a b a t c h r e a c t o r f o r a n o t h e r e i g h t t o 2 4 h o u r s . T h e e f f l u e n t
f r o m t h e c o n t i n u o u s f lo w r e a c t o r w a s e q u i v a l e n t t o t im e 0 i n t h e b a t c h r e a c t o r a n d f u r t h e r
r e d u c t i o n s o f m i c r o o r g a n i s m s i n t h e s a m e m a t e r i a l w e r e m e a s u r e d . R e m o v a l o f m a l e -
s p e c i fi c c o l i p h a g e s o n t h e o r d e r o f 0 . 5 t o g r e a t e r t h a n o n e - o r e v e n 1 5 l o g i o / g T S o c c u r r e d
o v e r e i g h t t o n i n e h o u r s o f b a t c h t r e a t m e n t H o w e v e r t h e e x t e n t o f c o l i p h a g e r e d u c t i o n d i d
n o t f o l l o w a n y t r e n d o f i n c r e a s e d r e d u c t i o n w i t h i n c r e a s e d t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e
T a b l e 8 . C o n c e n t r a t i o n s (L o g l O/ g T S ) a n d R e d u c t i o n s o f M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e s
T r e a t m e n t i n t h e B a t c h R e a c t o r
C o n c e n t r a t i o n a t I n d i c a t e d T i m e (L o g i o / g T S )
C o n d i t i o n D a t e 0 1 h r 2 h r 3 h r 4 h r 8 h r
T o t a l
9 h r 2 4 h r R e m o v a l




















9 / 7 / 2 0 0 2 2 0 3 < 1 9 5 < 1 82
9 / 14 / 2 00 2 2 4 8 2 2 6 2 5 7
1/ 18 / 2 00 3 2 18
1/ 2 5 / 2 0 0 3 2 2
3 / 15 / 2 0 0 3 3 8 9
3 / 2 2 / 2 0 0 3 2 3 3
4 / 5 / 2 0 0 3
4 / 12 / 2 00 3
1 14
- 0 4 4
4 / 2 6 / 2 00 3 0 6 1





< 0 8 5
< - 0 3 9







< - 0 3 6
0 24
0 17
< ! 6 9 < 1 6 1















< 0 9 2 < 1 0 9 > 0 0 5
- 0 2 5 0 0 5 - 0 4 9
< - 0 5 1 < - 0 5 1 > 0 1
0 2 5 - 0 4 2 1 1 1
E m p t y c e l l s i n t h e t a b l e i n d i c a t e t h a t a s a m p l e w a s n o t c o l l e c t e d a t t h o s e t im e p o i n t s
A l l
"
l e s s t h a n
"
v a l u e s r e p r e s e n t s a m p l e s w i t h c o n c e n t r a t i o n s b e l o w t h e l o w e r d e t e c t i o n
l i m i t s . So m e o f t h e l o g i o c o n c e n t r a t i o n s t h a t a r e
"
l e s s t h a n
"
v a l u e s m a k e i t d i f fi c u l t t o
6 4
e s t i m a t e a c t u a l l o g j o r e d u c t i o n s T h e a c t u a l l o g i o r e d u c t i o n s c o u l d b e m u c h g r e a t e r t h a n
i n d i c a t e d b y t h e
" l e s s t h a n
"
v a l u e A l s o , i n s o m e c a s e s a p p a r e n t i n c r e a s e s i n c o n c e n t r a t i o n
o c c u r w i t h t i m e , p a r t i c u l a r l y f o r t h o s e s a m p l e s c o l l e c t e d a t 2 4 h o u r s a f t e r t h e b a t c h t e s t w a s
i n i t i a t e d T h e s e i n c r e a s e s a r e l a r g e l y d u e t o r e d u c t i o n s i n t o t a l s o l i d s c o n c e n t r a t i o n s w h i c h
a r e c a u s e d b y a b r e a k d o w n o f t o t a l s o l i d s i n t h e b a t c h r e a c t o r w i t h t i m e . A l l d a t a a t t im e 0
r e p r e s e n t e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n f r o m t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r o n t h e d a t e o f t h e b a t c h t e s t
R e s u l t s o f I n a c t i v a t i o n R a t e E x p e r i m e n t s
T h e i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f c o l i p h a g e s w a s f u r t h e r e v a l u a t e d u n d e r b a t c h c o n d i t i o n s
t o q u a n t i f y i n a c t i v a t i o n r a t e s a s a fu n c t i o n o f t e m p e r a t u r e . T h e s e t e s t s d i f f e r f r o m t h e b a t c h
t e s t s d i s c u s s e d a b o v e i n t h a t t h e o r g a n i s m s w e r e s p i k e d d i r e c t l y i n t o t h e b a t c h r e a c t o r , w h i c h
c o n t a i n e d b i o s o l i d s r e m o v e d f r o m t h e c o n t i n u o u s d i g e s t e r T h e s e t e s t s w e r e d e s i g n e d t o
m i n i m i z e t h e c h a n g e i n t e m p e r a t u r e c a u s e d b y s p i k i n g i n t h e o r g a n i s m s A d d i t i o n o f t h e
s p i k in g m a t e r i a l a t t h e b e g i n n i n g o f e a c h t e s t l e d t o a p r e d i c t a b l e d r o p i n t e m p e r a t u r e o f 0 . 3
t o 0 4
" C , b u t t h e t e m p e r a t u r e r e t u r n e d t o w i t h i n 0 . 1
"
C o f t h e t a r g e t t e m p e r a t u r e w i t h i n f i v e
t o e i g h t m i n u t e s P r o f i l e s o f t h e t e m p e r a t u r e s h o r t l y b e f o r e a n d a f t e r a d d i n g t h e s p i k i n g
m a t e r i a l a t e a c h t e m p e r a t u r e e v a l u a t e d a r e p r o v i d e d e l s e w h e r e (A i t k e n a t a l , s u b m i t t e d ) .
R e s u l t s f o r i n a c t i v a t i o n o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s i n t h e b a t c h r e a c t o r o v e r t i m e
s u g g e s t t h a t t h e r e m i g h t b e a h e a t - r e s i s t a n t f r a c t i o n . R e d u c t i o n s o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s
o v e r 2 4 h o u r s w e r e m o r e e x t e n s i v e t h a n w e r e o b s e r v e d w i t h s o m a t i c c o l i p h a g e s e x c e p t a t
5 5
°
C (A i t k e n e t a l , s u b m i t t e d ) , f o r w h i c h a n e g l i g i b l e q u a n t i t y o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s
w e r e a d d e d t o t h e b a t c h r e a c t o r i n t h e s p i k i n g m a t e r i a l I n t h a t e x p e r i m e n t t h e m a j o r i t y o f t h e
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s p r e s e n t a t t im e 0 w e r e t h o s e r e m a i n i n g i n t h e e f f l u e n t f r o m t h e
6 5
c o n t i n u o u s d i g e s t e r . C h a n g e s i n c o n c e n t r a t i o n s o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e o v e r t im e a t 5 1
° C
a n d 5 3 ° C a r e s h o w n i n F i g u r e 4 . T h e s e f i g u r e s i l l u s t r a t e t h e a p p a r e n t e x i s t e n c e o f a t l e a s t
o n e f r a c t i o n o f t h e F + c o l i p h a g e p o p u l a t i o n t h a t i s h e a t - s e n s i t i v e a n d o n e t h a t i s h e a t -
r e s i s t a n t . A b o u t 2 t o 3 l o g i o o f t h e i n i t i a l c o l i p h a g e s w e r e i n a c t i v a t e d r e l a t i v e l y r a p i d l y ,
w i t h i n 2 h o u r s , a n d t h e r e m a i n i n g o n e s a r e v e r y p e r s i s t e n t , w i t h l i t t l e f u r t h e r r e d u c t i o n i n
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n f o r t h e d u r a t i o n o f t h e 2 4 - h o u r e x p e r im e n t .
I f i n a c t i v a t i o n o f t h e h e a t - s e n s i t i v e fr a c t i o n o f t h e m a l e - s p e c i f i c c o li p h a g e s f o l l o w s f i r s t -
o r d e r k i n e t i c s a n d w e a s s u m e t h e r e a r e tw o p o p u l a t i o n s , t h e n t h e f o l l o w i n g t w o p o p u l a t i o n
e q u a t i o n c a n b e u s e d t o e s t i m a t e t h e r a t e c o e f f i c i e n t a t a g i v e n t e m p e r a t u r e :
C - C
,
+ (C o - C , >
- ^ '
( 1 )
w h e r e C i s t h e t o t a l c o n c e n t r a t i o n o f c o l i p h a g e s , C o i s t h e c o n c e n t r a t i o n a t t im e 0 , C , i s t h e
c o n c e n t r a t i o n o f h e a t - r e s i s t a n t c o l i p h a g e s , a n d k i s t h e i n a c t i v a t i o n r a t e c o e f f i c i e n t o f t h e h e a t
s e n s i t i v e c o l i p h a g e s . T h e i n a c t i v a t i o n r a t e o f t h e h e a t - r e s i s t a n t p o p u l a t i o n w a s a s s u m e d t o b e
n e g l i g i b l e F i t s t o t h i s e q u a t i o n i n w h i c h b o t h C , a n d k w e r e t h e f i t t i n g p a r a m e t e r s a r e s h o w n
i n F i g u r e 4 a l o n g w i t h t h e e x p e r i m e n t a l d a t a , w h i c h c a n b e f o u n d i n A pp e n d i x 2 F i t t e d
p a r a m e t e r v a l u e s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 9 T h e r e w a s n o d i f f e r e n c e i n i n i t i a l i n a c t i v a t i o n
r a t e (t h e h e a t - s e n s i t i v e f r a c t i o n ) b e t w e e n t h e t w o t e m p e r a t u r e s e v a l u a t e d (w h i c h c a n a l s o b e
o b s e r v e d b y c o m p a r i n g t h e c u r v e s i n F i gu r e s 4 (a ) a n d 4 (b ) a n d b y l o o k i n g a t t h e k v a l u e s i n











t e s t 1
t e s t 2
f it t e s t 1
f it
,
t e s t 2
J \ I L




2 0 2 5
• t e s t 1
A t e s t 2
f it t e s t 1
f it
,
t e s t 2
J L _




2 0 2 5
F i g u r e 4 . C o n c e n t r a t i o n s o f M a l e - S p e c i f i c C o l ip h a g e s a s a F u n c t i o n o f T i m e i n I n a c t i v a t i o n R a t e
E x p e r i m e n t s a t (a ) 5 1
°
C a n d (b ) 5 3
°
C .
T h e l i n e s r e p r e s e n t fi t s t o t h e d a t a b y n o n - l i n e a r r e g r e s s i o n o f e q u a t i o n 1 (t w o - p a r a m e t e r fi t s
f o r C r a n d k)
T a b l e 9 . B e s t - fi t P a r a m e t e r s f o r I n a c t i v a t i o n o f M a l e - s p e c i fi c C o l i p h a g e s









2 . 6 ± 0 . 6
2 7 + 0 . 2
1 . 9 + 0 4
2 . 0 ± 0 5
0 9 ± 0 8
1 . 2 ± 0 6
1 1 ± 0 . 6





T h e r e a p p e a r s t o b e a d i f f e r e n c e i n t h e f r a c t i o n o f t h e t o t a l c o l i p h a g e s r e s i s t a n t t o
h e a t a t t h e t w o d i f f e r e n t t em p e r a t u r e s . T h e C , v a l u e s a n d e x a m i n a t i o n o f t h e g r a p h s i n F i g u r e
4 i n d i c a t e m o r e p h a g e s w e r e h e a t r e s i s t a n t i n t h e 5 3
"
C e x p e r i m e n t . T h i s m a y h a v e o c c u r r e d
b e c a u s e d i f f e r e n t b a t c h e s o f b i o s o l i d s w e r e u s e d i n t h e s e e x p e ri m e n t s w i t h m o r e h e a t
r e s i s t a n t F + c o l i p h a g e s h a v i n g b e e n p r e s e n t i n t h e b a c k gr o u n d f e e d s l u d g e u s e d i n t h e 5 1
" C
e x p e ri m e n t s c o m p a r e d t o t h o s e i n t h e 5 3
° C e x p e ri m e n t .
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M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e C h a r a c t e r i z a t i o n
R N A s e a n d G e n o t y p i n g R e s u l t s
B e c a u s e t h e i n a c t i v a t i o n r a t e e x p e r im e n t s s u g g e s t e d a d i f f e r e n c e i n h e a t r e s i s t a n c e
b e t w e e n t w o o r m o r e p o p u l a t i o n s o f m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s , a c o l l e c t i o n o f i s o l a t e s w a s
t a k e n f r o m t h e f e e d s lu d g e a n d b a t c h r e a c t o r f o r c h a r a c t e ri z a t i o n t o e v a l u a t e i f t h e r e s i s t a n c e
w a s c h a r a c t e ri s t i c o f t h e F + R N A c o l i p h a g e s o r t h e F + D N A c o l i p h a g e s T h e s e i s o l a t e s w e r e
c o l l e c t e d f r o m s a m p l e s t h a t h a d b e e n e x p o s e d t o 5 1
°
C a n d 5 3
° C a n d w e r e c o l l e c t e d a s
i s o l a t e s o f p l a q u e s f r o m t h e M P N s p o t p l a t e a n a l y s i s o f s l u d g e s am p l e s f r o m t h e f e e d a n d
e f f l u e n t o f t h e c o n t i n u o u s f l o w d i g e s t e r a n d b a t c h r e a c t o r P r i o r t o t e s t i n g , t h e s e i s o l a t e s
w e r e r e g r o w n b y a n e n ri c h m e n t a s s a y .
A n R N A s e t e s t w a s c o n d u c t e d t o e v a l u a t e a n y t r e n d i n p r e s e n c e o f F + R N A o r F +
D N A c o l i p h a g e s i n t h e f e e d a n d b a t c h r e a c t o r s a m p l e s . A s p o t - p l a t e R N A s e a s s a y w a s r u n
o f s a m p l e s t h a t c o n t a i n e d a b o u t 1 0 - 1 0 0 p f u p e r s p o t t e d v o l u m e R N A s e w a s a d d e d t o t h e
a g a r m e d i a t o s u p p r e s s t h e g r o w t h o f F + R N A c o l i p h a g e s . A n y g r o w t h o f p h a g e i n a l y s i s
z o n e w a s t a k e n t o i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f a n F + D N A . A c o m p a r i s o n a g a r p l a t e w i t h o u t
R N A s e w a s a l s o s p o t t e d w i t h t h e s a m e i s o l a t e s . B o t h F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s
i s o l a t e s w e r e t o g r o w o n t h i s p l a t e
B a s e d o n t h e R N A s e t e s t i n g r e s u l t s , i t w a s i n i t i a l l y m i s t a k e n l y c o n c l u d e d t h a t t h e r e
w a s n o a p p a r e n t t r e n d o f s u r v i v a l d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e F + R N A a n d t h e F + D N A p h a g e
i s o l a t e s . H o w e v e r , a f t e r f u r t h e r c o n f i r m i n g t h e i d e n t i t y o f t h e i s o l a t e s u s i n g P C R , i t w a s
f o u n d t h i s i n i t i a l p r o c e d u r e t o i d e n t i f y F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s w a s n o t r e h a b l e .
A l l R N A s e - c h a r a c t e r i z e d F + D N A i s o l a t e s w e r e g e n o t y p e d b y P C R t o c o n f i r m t h e i r i d e n t i t y
O f 6 6 p h a g e s i n i t i a l l y c h a r a c t e ri z e d a s F + D N A , o n l y 2 1 w e r e p o s i t i v e l y F + D N A p h a g e s
u s i n g P C R , 3 5 w e r e c o n f i r m e d a s F + R N A p h a g e s u s i n g R T - P C R (2 7 g r o u p I , 8 g r o u p 1-
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g r o u p I I I m i x ) , a n d 1 0 p h a g e s n e e d i n g f u r t h e r a n a l y s i s f o r c o n c l u s i v e i d e n t i f i c a t i o n , s u c h a s
b y r e
- a n a l y s i s u s i n g n u c l e i c a c i d m e t h o d s o r b y e l e c t r o n m i c r o s c o p y .
T a b l e 1 0 i l l u s t r a t e s t h e t r u e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e p h a g e t y p e s (F + R N A o r F + D N A )
f o u n d i n t h e f e e d s l u d g e s a m p l e s a n d t h e b a t c h s l u d g e s a m p l e s u s i n g P C R a n d R T - P C R . A s
s h o w n
,
t h e r e a r e a p p r o x im a t e l y s im i l a r p e r c e n t a g e s o f F + D N A a n d F + R N A c o l i p h a g e
i s o l a t e s i n t h e f e e d s l u d g e s a m p l e s , a b o u t 5 4 a n d 4 3 p e r c e n t , r e s p e c t i v e l y .
I n t h e b a t c h r e a c t o r s a m p l e s , h o w e v e r , t h e m aj o r i t y o f t h e b a t c h r e a c t o r i s o l a t e s , 7 3 o f
8 4 o r 8 7 % w e r e c o n f i r m e d a s F + R N A c o l i p h a g e s T h e r e w a s o n l y o n e F + D N A i s o l a t e
f o u n d
,
a n d i t w a s f o u n d a t s a m p l e t i m e 8 h o u r s i n t h e b a t c h r e a c t o r . T h e p r e s e n c e o f t h i s F +
D N A p h a g e a t t h e 8 - h o u r s a m p l i n g t i m e s u g g e s t s t h a t a t l e a s t s o m e o f t h e F + D N A p h a g e s
m a y b e r e l a t i v e l y h e a t r e s i s t a n t H o w e v e r , i t i s p u z z l i n g t h a t t h e r e w e r e n o t m o r e F + D N A
p h a g e s r e p r e s e n t e d i n t h e b a t c h r e a c t o r s a m p l e s . T h e p r e s e n c e o f m o s t l y ¥ + R N A c o l i p h a g e s
i n t h e b a t c h r e a c t o r s a m p l e s s u g g e s t s t h a t t h e s e p h a g e s m a y b e r e l a t i v e l y h e a t - r e s i s t a n t
T a b l e 10 . F + D N A a n d F + R N A I s o l a t e s f o u n d i n F e e d a n d B a t c h S a m p l e s
F e e d I s o l a t e s ( n u m b e r a n d p e r c e n t a g e s ) B a t c h I s o l a t e s ( n u m b e r a n d p e r c e n t a g e s )
F + R N A
F + D N A
U n i de n t i f i e d








F + R N A
F + D N A
U n i d e n t i f i e d








S e r o l o g i c a l T y p i n g o f F + R N A C o l i p h a g e I s o l a t e s
F + R N A c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e fu r t h e r c h a r a c t e r i z e d b y s u b d i v i d i n g i n t o o n e o f fi v e
g r o u p s b y s p o t n e u t r a l i z a t i o n t e s t s w i t h a n t i s e r a r a i s e d i n r a b b i t s a g a i n s t p r o t o t y p i c a l v i r u s e s
o f e a c h g r o u p T h e g r o u p s w e r e : I (M S2 ) , I I (G A ), I I I (QjS) , I V (SP ) , I V a (F I ) T h e l a t t e r
t w o s u b g r o u p s o f I V a r e c l o s e l y r e l a t e d b a c t e r i o p h a g e s . O n l y g r o u p I a n d g r o u p I I I i s o l a t e s
w e r e f o u n d i n t h e f e e d a n d b a t c h s a m p l e s F u r t h e r m o r e , t h e r e w a s a p r e d o m i n a n c e o f g r o u p 1
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i s o l a t e s f o u n d i n t h e t h e r m o p h i l i c t r e a t m e n t s a m p l e s t a k e n f r o m t h e b a t c h r e a c t o r , w i t h 5 6 %
g r o u p I a n d 3 8 % g r o u p I I I . T h e s e da t a s u g g e s t t h a t t h e g r o u p I F + R N A c o l ip h a g e s m a y b e
t h e r e l a t i v e l y h e a t
- r e s i s t a n t f r a c t i o n b e c a u s e t h e y a r e t h e p r e d o m i n a n t F + R N A c o l ip h a g e
g r o u p d e t e c t e d a f t e r t h e r m o p h i l i c t r e a t m e n t i n t h e b a t c h r e a c t o r . G r o u p I I I F + R N A
c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e f o u n d i n t h e b a t c h r e a c t o r t r e a t e d s a m p l e s b u t o n l y a t t h e e a r l i e s t
s a m p l e t im e s o f 0 , 0 5 a n d 1 h o u r s A g a i n , t i m e 0 i s e q u i v a l e n t t o t h e e f f l u e n t o f t h e
c o n t i n u o u s - f l o w r e a c t o r . T h e s e d a t a p r o v i d e s o m e e v i d e n c e t h a t g r o u p I I I F + R N A
c o l i p h a g e s c a n s u r v i v e t h e c o n d i t i o n s i n t h e c o n t i n u o u s - f lo w r e a c t o r H o w e v e r , t h e r e i s
e v i d e n c e f o r t h e i r s u r v i v a l f o r o n l y u p t o o n e h o u r i n t h e b a t c h r e a c t o r a t t h e t h e r m o p h i l i c
t e m p e r a t u r e s t e s t e d T a b l e 1 1 s h o w s t h e n u m b e r s o f F + R N A c o l i p h a g e i s o l a t e s o f d i f f e r e n t
g r o u p s i n b o t h t h e f e e d a n d b a t c h s a m p l e s a n d t h e i r p e r c e n t a g e s r e l a t i v e t o t h e t o t a l n u m b e r
o f i s o l a t e s A m o r e d e t a i l e d t a b l e o n t h e s o u r c e s a n d p r o p e r t i e s o f t h e s e i s o l a t e s c a n b e fo u n d
i n t h e A p p e n d i x 3
T a b l e 1 1 . F + R N A S e r o t y p e s f o u n d i n F e e d a n d B a t c h S a m p l e s
F + R N A F e e d I s o l a t e s
(n u m b e r a n d p e r c e n t a g e s )
F + R N A B a t c h I s o l a t e s
(n u m b e r a n d p e r c e n t a g e s )
G r o u p I (M S2 ) 9 5 6 %
G r o u p I I I (Q/3) 6 3 8 %
B o t h ( I a n d I I I ); m i x t u r e 1 6 2 %)
T o t a l 16
G r o u p I (M S2 ) 6 6 9 0 %
G r o u p I I I (Q|3) 0 0 0 0 %
B o th (I a n d I I I ) ; m i x t u r e 7 9 6%
T o t a l 7 3
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t 3 8 o f t h e 8 4 b a t c h i s o l a t e s (4 5 % ) w e r e t a k e n f r o m b i o s o l i d s
s p i k e d w i t h o r g a n i s m s f o r t h e k i n e t i c i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s i n t h e b a t c h r e a c t o r T h i s
s p i k e m i x t u r e o f c o l i p h a g e s w a s o r i g i n a l l y c o n c e n t r a t e d f r o m r a w w a s t e w a t e r c o l l e c t e d a t t h e
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t i n B e a u f o r t , N C U n f o r t u n a t e l y i t w a s n o t c h a r a c t e r i z e d f o r t h e
c o n c e n t r a t i o n s o f t h e v a r i o u s c o l i p h a g e s I t i s l i k e l y t h a t t h i s c o n c e n t r a t e d s p i k e o f s l u d g e s
d i d n o t c o n t a i n a l l r e p r e s e n t a t i v e g r o u p s o f F + R N A a n d F + D N A c o l i p h a g e s . T h e r e f o r e ,
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w i t h o u t h a v i n g s u c h d a t a o n t h e c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e s e F + c o h p h a g e s , i t i s n o t p o s s i b l e t o
r e h a b l y i d e n t i f y t h e m o s t r e s i s t a n t p h a g e s
H o w e v e r
,
t h e r e w e r e 4 6 o t h e r F + c o h p h a g e i s o l a t e s c h a r a c t e r i z e d f r o m t h e n o n -
s p i k e d b i o s o Hd s , a n d t h e y p r o v i d e s im i l a r r e s u l t s r e g a r d i n g t h e p r e s e n c e o f d i f f e r e n t n u c l e i c
a c i d t y p e s a n d g r o u p s w i t h i n e a c h n u c l e i c a c i d t y p e A s s h o w n i n T a b l e 1 1 , t h e r e w a s a
p r e p o n d e r a n c e o f g r o u p 1 c o l i p h a g e s p r e s e n t i n t h e b a t c h r e a c t o r s a m p l e s (3 6 o f 4 6 s a m p l e s
w e r e g r o u p I a n d 10 w e r e u n i d e n t i fi a b l e ) . B e c a u s e i t w a s a l r e a d y e s t a b l i s h e d t h a t t h e t h e r e
w e r e s im i l a r c o n c e n t r a t i o n s o f F + R N A a n d F + D N A i n t h e f e e d s a m p l e s , t h e s e r e s u l t s
p r o v i d e e v i d e n c e t h a t t h e F + R N A T y p e I w e r e m o r e r e s i s t a n t t h a n o t h e r F + R N A c o l i p h a g e s
t o t h e t h e r m a l e f f e c t s i n t h e b a t c h t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r .
P C R - R L B t y p i n g o f F + D N A c o l ip h a g e i s o l a t e s
B e c a u s e F + D N A c o l i p h a g e s c o m p r i s e d a s u b s t a n t i a l p r o p o r t i o n o f t h e F + c o l i p h a g e s
i n t h e f e e d s l u d g e t o t h e b a t c h r e a c t o r a n d a t l e a s t o n e F + D N A c o l i p h a g e w a s fo u n d i n t h e
b a t c h t r e a t e d s l u d g e , i t w a s o f i n t e r e s t t o ge n e t i c a l l y c h a r a c t e r i z e a t l e a s t s o m e o f t h e s e
i s o l a t e s . T h i s c h a r a c t e r i z a t i o n w a s d o n e t o d e t e r m i n e i f a n y g e n e t i c t y p e o r g r o u p o f F + D N A
c o l i p h a g e a p p e a r e d t o b e m o r e h e a t r e s i s t a n t o r p r e d o m i n a t e i n t h e b i o s o l i d s t h a n o t h e r
g e n e t i c t y p e s A s a m p l e o f 7 F + D N A c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e c h a r a c t e r i z e d u s i n g r e v e r s e
l i n e b l o t h y b ri d i z a t i o n . T h e r e s u l t s a r e s u m m a ri z e d i n T a b l e 1 2 T h e r e w a s n o p a r t i c u l a r F +
D N A p h a g e t y p e o r g r o u p t h a t p e r s i s t e d o r a p p e a r e d m o r e f r e q u e n t l y t h a n t h e o t h e r g r o u p s .
H o w e v e r
,
t h e n u m b e r s o f i s o l a t e s a r e f e w (7 ) a n d t h e r e f o r e , i t i s n o t p o s s i b l e t o r e l i a b l y
d e t e r m i n e i f t h e r e w e r e d i f f e r e n c e s i n t h e r m a l r e s i s t a n c e a m o n g t h e d i f f e r e n t g e n e t i c g r o u p s
o f F + D N A c o l i p h a g e s . I t i s p o s s i b l e t h a t p a rt i c u l a r g e n e t i c g r o u p s o f F + D N A c o l i p h a g e s
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a r e m o r e o r l e s s h e a t - r e s i s t a n t t h a n o t h e r g r o u p s , b u t f u r t h e r s t u d i e s t o c h a r a c t e r i z e t h e g r o u p
i d e n t i t i e s o f m o r e i s o l a t e s w o u l d b e n e e d e d t o d e t e r m i n e t h i s .
T a b l e 1 2 . F + D N A G e n o t y p e s f o u n d i n F e e d S a m p l e s v i a R L B - H y b r i d i z a t i o n
G e n e t i c G r o u p o f F + D N A i s o l a t e s
C H
F d
C H - M 13
F d - M 1 3
N u m b e r o f i s o l a t e s
L a b S c a l e T h e r m a l I n a c t i v a t i o n E x p e r i m e n t s o n F + C o l i p h a g e I s o l a t e s
I s o l a t e s t h a t w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e f e e d s l u d g e s a n d t h e b a t c h r e a c t o r a t v a r y in g
t im e s a t 5 1
°
C a n d 5 3 ° C w e r e u s e d fo r t h e l a b - s c a l e t h e r m a l i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s . T h e i r
c o l l e c t i o n m e t h o d i s f u r t h e r e x p l a i n e d a b o v e a n d i n t h e M e t h o d s a n d M a t e r i a l s s e c t i o n . A f t e r
i s o l a t e s w e r e c o l l e c t e d , t h e y w e r e e n r i c h e d i n t r y p t i c s o y b r o t h w i t h F a m p h o s t o v e r n i gh t a n d
t h e n f r o z e n u n t i l r e a d y f o r u s e . O n c e t h a w e d , t h e y w e r e c e n t r i f u g e d f o r 1 5 m i n u t e s t o
s e p a r a t e t h e c o l i p h a g e s f r o m t h e E . c o l i . T h e s u p e r n a t a n t w a s t h e n p l a c e d i n a n o t h e r s t e r i l e
E p p e n d o r f ® t u b e . T h i s p r o c e s s w a s i n t e n d e d t o p r o v i d e p u r e c u l t u r e s o f i n d i v i d u a l
c o l i p h a g e s . A g a i n , t r y p t i c s o y b r o t h w a s t h e m e d i u m u s e d f o r t h e d i l u t i o n s m a d e f o r t h e s p o t
t i t e r a s s a y .
T h e r e s u l t s o f t h e i n a c t i v a t i o n r a t e e x p e r im e n t s i n t h e b a t c h d i g e s t e r a n d t h e
c h a r a c t e r i z a t i o n s o f t h e d i f f e r e n t F + c o l i p h a g e s s u g g e s t e d t h a t t h e r e w e r e d i f f e r e n c e s in t h e
t h e r m a l r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s o f t h e d i f f e r e n t m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e g r o u p s . T h e r e f o r e ,
f u r t h e r l a b s c a l e i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s o n t h e s e F + c o l i p h a g e i s o l a t e s w e r e c o n d u c t e d a t
5 3
°
C a n d e x p o s u r e t i m e s o f 5 a n d 6 0 m i n u t e s .
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D a t a o n t h e e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n o f m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e s s u s p e n d e d i n t r y p t i c
s o y b r o t h a f t e r 6 0 m i n u t e s o f e x p o s u r e t o t h e t h e r m o p h i h c t e m p e r a t u r e o f 5 3
°
C o r t o r o o m
t e m p e r a t u r e (a b o u t 2 5
°
C ) a r e s u m m a r i z e d in t h e T a b l e 13 b e l o w a s l o g i o r e d u c t i o n s .
B e c a u s e t h e r e w e r e u n e x p l a i n e d n o n - s p e c i fi c r e d u c t i o n s o f t h e s e c o l i p h a g e s i n a l i q u o t s o f t h e
s a m e s a m p l e s h e l d a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d a t 5 3
"
C , t h e l o g i o i n a c t i v a t i o n s d u e o n l y t o t h e
d i f f e r e n c e s i n t e m p e r a t u r e (b y s u b t r a c t i n g t h e l o g i o r e d u c t i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e f r o m t h e
t o t a l r e d u c fi o n a y 6 0
°
C ) a r e a l s o s h o w n . T h e r a w d a t a f o r t i t e r s a n d l o g i o r e d u c t i o n s o f e a c h
i s o l a t e c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x 5 . T h e l o g i c r e d u c fi o n s a n d s t a t i s t i c a l a n a l y s e s o f e a c h
c o l i p h a g e g r o u p (F + D N A a n d F + R N A g r o u p I a n d I I I ) c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x 5
T a b l e 1 3 . M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e L o g , o R e d u c t i o n s i n
L a b Sc a l e I n a c t i v a t i o n E x p e r i m e n t s
I s o l a t e T y p e a n d # o f
S a m p l e s
I n a c t i v a t i o n ( lo g i o )
a f t e r 6 0 M i n u t e s a t
5 3 ° C
I n a c t i v a t i o n (l o g i o )
a f t e r 6 0 M i n u t e s a t




I n a c t i v a t i o n (l o g i o )
A t t r ib u t a b l e t o
T em p e r a t u r e E f f e c t
(L o g i o r e d u c t i o n
d i f f e r e n c e ; L o g i o
5 3
" C - L o g i c R o o m
T e m p e r a t u r e
"
G r o u p I F e e d (9 ) 1 5 (+ / - 0 5 1 ) 0 7 6 (+ / - 0 5 3 ) 0 . 7 6 (+ / - 0 . 3 3 )
G r o u p I B a t c h (13 ) 1 . 7 (+ / - 0 . 5 5 1 . 1 (+ / - 0 4 9 ) 0 6 5 (+ / - 0 3 1 )
M S2 C o n t r o l ( 5 ) 1 1 (+ / - 0 6 2 ) 0 59 (+ / - 0 4 6 ) 0 5 4 (+ / - 0 7 2 )
G r o u p I I I F e e d ( 10 ) 3 . 8 (+ / - 1 4 9 )
'
0 8 2 (+ / - 0 4 6 ) 3 0 (+ / - 1 3 1 )
QB C o n t r o l ( 8 ) 4 . 5 (+ / - 1 0 9 )
-
0 . 2 2 (+ / - 0 5 6 ) 4 . 3 (+ / - 1 0 1 )
F + D N A F e e d (1 3 )
'
0 5 0 (+ / - 0 7 7 ) 0 3 3 (+ / - 0 4 8 ) 0 17 (+ / - 0 6 2 )
F + D N A B a t c h ( 1 )
'
0 . 1 8 0 . 2 - 0 0 2
F + D N A A T C C (3 ) 0 . 2 1 (+ / - 0 2 9 ) 0 0 6 (+ / - 0 1 5 ) 0 . 1 6 (+ / - 0 . 2 5 )
S o m e i s o l a t e n u m b e r s a r e b a s e d o n l e s s th a n v a l u e s (5 i n t he f e e d a n d 2 o f th e c o n t r o l t e s t s ) T h e s e v a l u e s
p r o b a b ly u n d e r e s t i m a t e t h e a c t u a l h e a t s e n s i t i v i t y o f t h e s e i s o l a t e s
O n ly o n e F + D N A c o l ip h a g e w a s p r e s e n t i n th e b a t c h s a m p le s
' ^
m e a n + / - s t a n d a r d d e v i a t i o n s
T h e l o g i o r e d u c t i o n d a t a o f i n d i v i d u a l i s o l a t e s i s g r a p h e d i n t h e t h r e e F i g u r e s 5 - 7 I t
i s a p p a r e n t f r o m F i g u r e 5 a n d 7 t h a t t h e g r o u p 1 F + R N A c o l i p h a g e s a n d t h e F + D N A
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c o l i p h a g e s a r e i n a c t i v a t e d m u c h l e s s t h a n t h e g r o u p I I I F + R N A c o h p h a g e s . A d d i t i o n a l l y ,
w h i l e s o m e c o l i p h a g e s i s o l a t e g r o u p s a p p e a r v a r i a b l e i n F i g u r e 5 a n d 6 , t h e y h a v e m o r e
c o n s i s t e n t r e s p o n s e s w i t h i n a m a j o r g r o u p (F + R N A g r o u p 1 a n d I I I o r F + D N A ) t h a n
b e tw e e n g r o u p s a ft e r t h e i n a c t i v a t i o n o c c u r r i n g a t r o o m t e m p e r a t u r e h a s b e e n a c c o u n t e d
f o r .
L o g R e d u c t i o n s a f t e r 6 0 m i n u t e s a t 5 3
° C
L o g 1 0 In a c t iv a t i o n
M S 2 A T C C
F + D N A
Is o l a t e N u m b e r
I s o l a t e T y p e
B F + D N A
B F + D N A A T C C
D M S 2 F e e d
D MS 2 B a tc h
■ M S 2 A T C C
El Q - B e t a F e e d
H Q - B e ta A T C C
F i g u r e 5 . L o g i o R e d u c t i o n s o f M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e I s o l a t e s




L o g R e d u c t i o n s a ft e r 6 0 m i n u t e s a t R o o m T e m p e r a t u r e (2 5
° C )
L o g 1 0 I n a c t iv a t i o n
M ^ ^
-




—. . f 4 - D N A
Is o l a t e N u m b e r
I s o l a t e T y p e
□ F + D N A
■ F + D N A A T C C
n M S 2 F e e d
D M S 2 B a t c h
■ M S2 A T C C
B Q - B e ta F e e d
■ Q - B e t a A T C C
F i g u r e 6 . L o g i o R e d u c t i o n s o f M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e I s o l a t e s
a f t e r 6 0 m i n u t e s a t R o o m T e m p e r a t u r e
L o g i o In a c t i v a t i o n





M S 2 A T C C
, ^ 5 + D N A
Is o l a t e N u m b e r
I s o l a t e T y p e
E F + D N A
■ F + D N A A T CC
D M S 2 F e e d
D M S 2 B a t c h
■ M S 2 A T C C
Q Q - B e t a F e e d
■ Q - B e t a A T C C
F i g u r e 7 . L o g j o R e d u c t i o n s o f M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e I s o l a t e s
D u e t o H e a t a t 5 3
"
C O n l y
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A n A N O V A s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h e s e v e n c a t e g o ri e s o f F +
c o l i p h a g e s f o r t h e i r l o g i o
" i n a c t i v a t i o n a t t r i b u t a b l e t o h e a t a t 5 3 ° C " r e d u c t i o n s T h e l o g i o
r e d u c t i o n s o f t h e g r o u p I I I i s o l a t e s w e r e c l e a r l y d e p e n d e n t o n t e m p e r a t u r e , a s s h o w n b y t h e
i n a c t i v a t i o n d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e g r o u p I I I i s o l a t e s a n d t h e g r o u p I i s o l a t e s a n d b e t w e e n
t h e g r o u p I I I i s o l a t e s a n d t h e F + D N A i s o l a t e s . B o t h t h e g r o u p I I I tl e l d i s o l a t e s (f e e d ) a n d
g r o u p I I I (Q/3) l a b s t r a i n s s h o w e d t h e g r e a t e s t l o g r e d u c t i o n s T h e l o g i o r e d u c t i o n s o f t h e
s e v e n c a t e g o ri e s d i f f e r e d s i g n i f i c a n t l y (A N O V A , P < . 0 0 0 1 ) F u r t h e r , a T u k e y - K r a m e r p o s t
t e s t r e v e a l e d t h a t g r o u p I I I f e e d a n d c o n t r o l s c o l i p h a g e s w e r e b o t h s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t t h a n
t h e g r o u p I c o l i p h a g e s (f e e d , b a t c h a n d c o n t r o l ) a n d t h e F + D N A c o l i p h a g e s (fi e l d a n d
c o n t r o l ) . T h e g r o u p I (f e e d , b a t c h a n d c o n t r o l ) a n d t h e F + D N A (fi e l d a n d c o n t r o l )
c o l i p h a g e s w e r e n o t s h o w n t o b e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t (P > 0 . 0 5 ) f r o m e a c h o t h e r T h e s e
fi n d i n g s i n d i c a t e t h a t t h e r e a r e d i f f e r e n t h e a t s e n s i t i v i t i e s a m o n g t h e F + c o l i p h a g e g r o u p s ,
w i t h g r e a t e r s e n s i t i v i t y o f t h e F + R N A g r o u p I I I c o l i p h a g e s t h a n e i t h e r t h e F + R N A g r o u p I
c o l i p h a g e s o r t h e F + D N A c o l i p h a g e s .
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t s e v e n g r o u p I I I i s o l a t e s w e r e n o t d e t e c t a b l e a ft e r 6 0 m i n u t e s o f
e x p o s u r e a t 5 3
°
C . T h a t i s
,
t h e s e c o l i p h a g e s w e r e r e d u c e d t o b e l o w t h e d e t e c t i o n l im i t o f t h e
a s s a y m e t h o d , b a s e d o n t h e s am p l e s i z e a n a l y z e d T o c a l c u l a t e a
"
l e s s t h a n
"
n u m e ri c v a l u e
f o r t h i s n o n - d e t e c t r e s u l t i t w a s a s s u m e d t h a t o n e p h a g e w a s p r e s e n t i n t h e t o t a l s a m p l e
v o l u m e a s s a y e d D u e t o t h e
"
c e n s o r e d
"
d a t a o f t h e s e d e t e c t i o n l im i t r e s u l t s , t h e l o g i o
r e d u c t i o n r e s u l t s f o r t h e g r o u p I I I i s o l a t e s (f e e d a n d c o n t r o l ) p r o b a b l y u n d e r e s t i m a t e t h e
a c t u a l h e a t s e n s i ti v i t y o f t h e s e p h a g e s B e c a u s e l a r g e r s a m p l e v o l u m e s w e r e n o t a s s a y e d , t h e
a c t u a l r a t e a n d e x t e n t o f i n a c t i v a ti o n i s n o t r e U a b l y q u a n t i fi e d , a n d i t i s n o t a p p a r e n t h o w
m u c h i n a c ti v a ti o n a c t u a l l y o c c u r r e d f o r t h i s c o l i p h a g e g r o u p .
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A d d i t i o n a l l y , t h e l o g i o i n a c t i v a t i o n o f e a c h i s o l a t e w a s g r a p h e d t o i l l u s t r a t e i f t h e
i n a c t i v a t i o n f o l l o w e d fi r s t - o r d e r r a t e k i n e t i c s f o r a s i n g l e p o p u l a t i o n o r a t w o - p o p u l a t i o n
m o d e l . G r a ph s o f a l l i s o l a t e s c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x 7 T h e b e s t - f i t p a r a m e t e r s f o r t h e
i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s , o f e a c h i s o l a t e c a n b e fo u n d i n A p p e n d i x 8 . A s e x a m p l e s , t w o g r a p h s ,
e a c h w i t h d i f f e r e n t in a c t i v a t i o n k i n e t i c s a r e s h o w n b e l o w O n e g r a p h d e p i c t s i n a c t i v a t i o n
f o l l o w i n g fi r s t
- o r d e r k i n e t i c s (F i g u r e 8 g r o u p I F e e d (4 ) ) a n d t h e o t h e r g r a p h f o l l o w s a t w o
p o p u l a t i o n m o d e l (F i g u r e 9 g r o u p I I I F e e d (4 )) I f m o r e d a t a p o i n t s r e p r e s e n t i n g a d d i ti o n a l
s a m p l i n g ti m e s h a d b e e n t a k e n , t h e k i n e ti c s f o r t h e r a t e a n d e x t e n t o f i n a c ti v a t i o n c o u l d b e
p r e s e n t e d w it h g r e a t e r c e r t a i n t y S o m e o f t h e g r o u p I I I c o l i p h a g e s f o r w h i c h t h e r e w e r e n o
d e t e c t a b l e v i r u s e s a t 6 0 m i n u t e s s h o w a 2 p o p u l a t i o n d i e - o f f T h e do w n w a r d p o i n t i n g w h i t e
a r r o w i n d i c a t e s t h i s T h e s e i s o l a t e s m a y a c t u a l l y b e i n a c t i v a t e d w i t h fi r s t - o r d e r k i n e ti c s , b u t
t h e i n a b i l i t y t o d e t e c t t h e v i r u s a t t h e 6 0 - m i n u t e ti m e p o i n t m a k e s i t im p o s s i b l e t o d o c u m e n t
s u c h k i n e t i c s I n t h i s c a s e
,
m o r e d a t a p o i n t s f o r a d d i t i o n a l s am p l i n g t im e s b e fo r e 5 0 m i n u t e s
a n d t h e a n a l y s i s o f g r e a t e r s a m p l e v o l u m e s a r e n e e d e d t o m o r e a c c u r a t e l y q u a n t i f y t h e
i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s
G r o u p I Fe e d (4 )
1 0 0 E K )0 (
1 0 0 E - 0 1
[ w
1 OO E- 0 2
l o
~ " ' — ^ —:
^ Z 2 i r 7
_
— — — 3a 4 0 s o 6 0
• D a t a
L i n e a r
2 - B 3 p u la t io n
R o o m T e m p e r a t u r e
1 0 0 E- 0 3 -
T i m e ( m i n u t e s )
F i g u r e 8 . I n a c t i v a t i o n o f G r o u p I (M S 2) F + R N A C o l i p h a g e F e e d I s o l a t e
I l l u s t r a t i n g F i r s t - O r d e r K i n e t i c s
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G r o u p I I I F e e d (4 )
1 0 0 E+ 0 0 I
1 0 0 E - 0 1
(D \ 1 0 2 0
-
^ 0 - ~ — _ 4 £L 5 0 6 0
1 0 0 E - 0 2 - I
1 0 0 E - 0 3 I
S . 1 O OE - 0 4 1
1 0 0 E - 0 5
1 0 0 E - 0 6
1 0 0 E - 0 7
1 OOE - 0 8
^ -
J e i e c t i o n l i r r i l
• D a l a
L in e a r
2 - P o p u l a t i o n
R o o m T e mp e r a l u r e
T im e (m i n u t e s )
* T h e do w n w a r d p o i n t i n g a r r o w i n d i c a t e s th a t th e de t e c t i o n l im it w a s a f t e r 5 m i n u t e s a n d t h e r e w a s n o d e t e c t a b l e
p h ag e a f t e r 6 0 m i n u t e s T he d o t t e d l i n e i n d i c a t e s th e g r a p h p r o g r e s s i o n i f 5 0 p f u / m t w e r e p r e s e n t a t a f t e r 60
m i n u t e s H o w e v e r , t h i s i s n o t a p a r t i c u l a r l y u s e f u l m e a s u r e be c a u s e i t u n d e r e s t i m a t e s t h e i n a c t i v a t i o n a ft e r 6 0
m in u t e s
F i g u r e 9 . I n a c t i v a t i o n o f G r o u p I I I (Q jS) F + R N A C o l i p h a g e F e e d I s o l a t e
T h e l a r g e r - d a s h b r o k e n l i n e i n t h e i n a c t i v a t i o n g r a p h s i l l u s t r a t e s t h e l o g i n a c t i v a t i o n
o f c o l ip h a g e s k e p t a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e s e p h a g e s w e r e i n i t i a l l y k e p t a s a p o s i t i v e
c o n t r o l s am p l e f o r t h e d u r a t i o n o f t h e e x p e r im e n t a n d w e r e n o t e x p e c t e d t o d e m o n s t r a t e
a p p r e c i a b l e l o s s o f i n f e c t i v it y t i t e r H o w e v e r , a s s h o w n i n t h e T a b l e 1 3 a n d F i g u r e 9 a b o v e ,
t h e r e w e r e v a r i a b l e a m o u n t s o f c o l i p h a g e t i t e r l o s s . T h e i n a c t i v a t i o n o f t h e c o l i p h a g e c o n t r o l
s a m p l e s a t r o o m t e m p e r a t u r e w a s a s g r e a t a s 1 . 8 1 l o g i o . A n A N O V A s t a t i s t i c a l t e s t w a s
p e r f o r m e d o n t h e l o g i o r e d u c t i o n t o u n d e r s t a n d i f t h e t h e r e w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s i n t h e r a t e a n d e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e a m o n g t h e d i f f e r e n t
c o l i p h a g e g r o u p s T h e A N O V A t e s t r e s u l t e d i n a P - v a l u e < 0 0 0 4 , w h i c h i s s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t T h e T u k e y - K r a m e r p o s t t e s t r e v e a l e d t h a t t h e v a r i a t i o n a m o n g c o l ip h a g e g r o u p
m e a n s w a s s i g n i fi c a n t l y g r e a t e r t h a n e x p e c t e d b y c h a n c e fo r gr o u p I b a t c h v e r s u s g r o u p I I I
(Q/3) c o n t r o l ; g r o u p I b a t c h v e r s u s F + D N A i s o l a t e s ; a n d g r o u p I b a t c h v e r s u s F + D N A
c o n t r o l s .
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R e a s o n s f o r t h e l o s s o f i n f e c t i v i t y o f F + c o l i p h a g e s a t r o o m t e m p e r a t u r e a r e u n k n o w n .
I t h a s b e e n r e p o r t e d t h a t t h e m e d i a c a n c o n t r i b u t e t o b a c t e r i o p h a g e i n a c t i v a t i o n w h e n
e x p o s e d t o p h y s i c a l o r c h e m i c a l s t r e s s (A d a m s 19 5 9 ) . H o w e v e r , t h e m e d i a u s e d , t r y p t i c s o y
b r o t h
,
i s a n u t r i e n t m e d i u m a l s o u s e d a s a d i l u e n t a n d e l u t i o n s o l u t i o n t h a t i s t h o u g h t t o
p r e v e n t v i r u s a d s o r p t i o n t o s u r f a c e s s u c h a s s a m p l e t u b e s a n d t o p r o t e c t a g a i n s t i n a c t i v a t i o n
A d d i t i o n a l l y , t h e E p p e n d o r f ® t u b e s u s e d t o h o l d s a m p l e s d u r i n g h e a t e x p o s u r e a l s o p r e v e n t
t h e v i r u s e s f r o m s t i c k i n g t o t h e s u r f a c e s o f t h e t u b e I t i s p o s s i b l e t h a t t h e l o s s o f c o l i p h a g e
t i t e r i n s a m p l e s h e l d a t r o o m t e m p e r a t u r e i s t r a n s i e n t a n d p o t e n t i a l l y r e v e r s i b l e , s u c h a s
c a u s e d b y a gg r e g a t i o n Wh i l e T S B i s n o t c o n s i d e r e d a m a j o r c a u s e o f a g g r e g a t i o n , n o
a t t e m p t w a s m a d e t o d e t e r m i n e i f r e v e r s i b l e a g g r e g a t i o n h a d o c c u r r e d
A l i m i t e d c o m p a r i s o n s t u d y w a s c o n d u c t e d a m o n g d i l u t i o n m e d i a a n d b e t w e e n t w o
c o l i p h a g e e n u m e r a t i o n m e t h o d s t o u n d e r s t a n d i f t h e s e w e r e p o s s i b l e r e a s o n s f o r t h e l o s s o f
c o l i p h a g e t i t e r a t r o o m t e m p e r a t u r e . R e g u l a r P B S , P B S (D u b e c c o s ) , T SB , a n d 3% b e e f
e x t r a c t w e r e c o m p a r e d i n t h e d i l u t i o n m e d i a c o m p a r i s o n t e s t . T h e d i l u t i o n m e d i a d i d n o t
a p p e a r t o a f f e c t t h e c o u n t s f o r t h e s p o t - t i t e r m e t h o d (A p p e n d i x 8 ) A d d i t i o n a l l y t h e s p o t t i t e r
m e t h o d a n d t h e D A L w e r e e q u a l a t t h e 9 5 % s i g n i f i c a n c e l e v e l f o r t w o o f t h e t h r e e s a m p l e s
t a k e n f r o m p ri m a r y e f f lu e n t (A p p e n d i x 9 ) T h i s i n f o r m a t i o n i s d i s c u s s e d t o a g r e a t e r e x t e n t
e l s e w h e r e (Jo s e p h s e t a l 2 0 0 4 ) B e c a u s e t h e s a m p l e s i z e o f t h e s e c o m p a r i s o n t e s t s a r e s m a l l ,
f u r t h e r s t u d i e s w o u l d b e n e e d e d t o s p e c i fi c a l l y i n v e s t i g a t e t h i s a n d o t h e r p o s s i b l e c a u s e s o f
t h e l o s s o f c o l i p h a g e t i t e r a t r o o m t e m p e r a t u r e .
I t i s o f i n t e r e s t t o e x a m i n e t h e e x t e n t o f v a r i a b i l i t y o f t h e r e s p o n s e s o f d i f f e r e n t
c o l i p h a g e i s o l a t e s o f a p a r t i c u l a r g e n e t i c t y p e o r s u b g r o u p T h e g r a p h s b e l o w p r o v i d e a
v i s u a l p r e s e n t a t i o n o f t h e i n a c t i v a t i o n o f t h e c o l i p h a g e i s o l a t e s a f t e r 6 0 m i n u t e s o f e x p o s u r e
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a t 5 3
°
C . T h e s e g r a p h s d o n o t s p e c i fi c a l l y s h o w t h e a m o u n t o f l o s s o f i n f e c t i v i t y a t r o o m
t e m p e r a t u r e , b u t r a t h e r p r e s e n t t h e u n a dj u s t e d , r a w i n a c t i v a t i o n d a t a o f t h e h e a t e d s a m p l e .
E a c h s l u d g e f e e d , b a t c h r e a c t o r , a n d p o s i t i v e c o n t r o l i s o l a t e i s i n c l u d e d i n t h e g r a p h o f t h e i r
r e s p e c t i v e g r o u p : F + R N A g r o u p I , F + R N A g r o u p I I I , o r F + D N A T h e s l u d g e f e e d i s o l a t e s
a r e s h o w n w i t h a d o t t e d l i n e , b a t c h r e a c t o r i s o l a t e s b y a d a s h e d l i n e , a n d t h e p o s i t i v e c o n t r o l s
b y a s o l i d l i n e .
G r o u p I (lv l S 2 ) I n a c t i v a t i o n
C o n t r o l1 00 E + 0 1
B a tc h
1 00 E + 0 0
^ 1 0 0 E - 0 1 -
1 0 0 E - 0 2
1 0 0 E - 03
T i m e (m i n u t e s )
F i g u r e 1 0 . I n a c t i v a t i o n S u m m a r y G r o u p 1 (M S2 ) F e e d , B a t c h , a n d C o n t r o l
I s o l a t e s a t 5 3
**
C f o r 5 a n d 6 0 m i n u t e s
A s s h o w n i n F i g u r e 1 0 , t h e g r o u p I f e e d s l u d g e i s o l a t e s w e r e i n a c t i v a t e d b y 0 8 2
- 2 1
l o g i o w i t h a m e a n r e d u c t i o n o f 1 5 l o g i o a n d 9 5 % c o n f i d e n c e l e v e l o f ± 0 5 1 l o g i o ; g r o u p I
b a t c h r e a c t o r i s o l a t e s w e r e i n a c t i v a t e d b y 0 . 3 9 - 2 . 6 l o g i o w it h m e a n r e d u c t i o n o f 1 . 7 l o g i o a n d
9 5% c o n fi d e n c e l e v e l o f ± 0 5 5 l o g i o ; a n d th e g r o u p I (M S 2 A T C C ) p o s i t i v e c o n t r o l w a s
8 0
i n a c t i v a t e d b y 0 . 6 5
- 2 . 0 6 1 o g i o w i t h m e a n r e d u c t i o n o f 0 1 1 l o g i o a n d 9 5 % c o n f i d e n c e l e v e l
o f ± 0 . 7 6 l o g i o W h i l e t h e s e n u m b e r s s u g g e s t v a r i a b i h t y i n t h e g r o u p I (M S2 A T C C ) p o s i t i v e
c o n t r o l
,
i t s h o u l d b e n o t e d t h a t o n ly o n e o f t h e p o s i t i v e c o n t r o l t e s t s r e a c h e d a 2 1 l o g i o
r e d u c t i o n a n d o n e o t h e r i s o l a t e i n a c t i v a t e d a t 1 . 5 l o g i o A l l o f t h e o t h e r g r o u p I (M S 2 A T C C )
p o s i t i v e c o n t r o l i s o l a t e s w e r e i n a c t i v a t e d w i t h i n a r e l a t i v e l y s m a l l r a n g e o f 0 4 0 - 0 . 7 6 l o g l o .
T h e i n a c t i v a t i o n o b s e r v e d i n t h i s p a r t i c u l a r p o s i t i v e c o n t r o l t e s t m a y h a v e o c c u r r e d b e c a u s e
o f a g g r e g a t i o n o f t h e v i r u s p a r t i c l e s A d d i t i o n a l l y , i t i s n o t e w o r t h y t h a t t h e a s a w h o l e , t h e
F + R N A g r o u p I i s o l a t e s h a d a r e l a t i v e l y n a r r o w r a n g e o f i n a c t i v a t i o n f r o m a b o u t 0 . 5 t o 2 . 0
l o g i o T h e s e r e s u l t s s u g g e s t g e n e r a l l y s i m i l a r r e sp o n s e a n d r e l a t i v e l y h i g h r e s i s t a n c e t o t h i s
t em p e r a t u r e .
G r o u p I I I (Q B ) I n a c t i v a t i o n C u r v e s
l OO Et O I
C o n t r o l
L OO Et O O
! O O E - 0 1
t O O E
- 0 2
1 0 0 E
-
0 3
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T i m e (m i n u t e s )
F i g u r e 1 1 . I n a c t i v a t i o n S u m m a r y G r o u p I I I (Q j3) F e e d a n d C o n t r o l
I s o l a t e s a t S S
^
C f o r 5 a n d 6 0 m i n u t e s
A s s h o w n i n F i g u r e 1 1 , l o g i c i n a c t i v a t i o n o f t h e gr o u p I I I F + c o l i p h a g e i s o l a t e s f r o m
t h e f e e d s l u d g e a f t e r 6 0 m i n u t e s a t 5 3
° C r a n g e d f r o m 1 6 t o > 5 9 w i t h a m e a n o f 3 8 a n d
9 5 % c o n f i d e n c e l e v e l o f ± 1 5 L o g i o i n a c t i v a t i o n o f t h e g r o u p I I I (QjS) c o n t r o l s a f t e r 6 0
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m i n u t e s a t 5 3 ° C r a n g e d f r o m 3 . 4 t o > 6 1 w i t h a m e a n o f 4 5 a n d 9 5 % c o n fi d e n c e o f ± 1 1 .
P l o t t e d l i n e s f o r i s o l a t e s s h o w n w i t h t h e l a r g e r b l a c k (f e e d i s o l a t e s ) a n d w h i t e (c o n t r o l
i s o l a t e s ) d o t s i n d i c a t e s a m p l e s t h a t h a d n o d e t e c t a b l e p h a g e (a c o n c e n t r a t i o n b e l o w t h e l o w e r
d e t e c t i o n l i m i t o f t h e a s s a y ) a t 6 0 m i n u t e s F o r s a m p l e s w i t h n o d e t e c t a b l e p h a g e s ,
c o n c e n t r a t i o n s w e r e a s s u m e d t o b e 50 p f u / m l fo r c a l c u l a t i o n a n d c o m p a r i s o n p u r p o s e s ;
h o w e v e r t h e r e s u l t s d i s p l a y e d f o r t h e s e s a m p l e s m a y u n d e r e s t i m a t e t h e t r u e e x t e n t o f
i n a c t i v a t i o n o f t h e s e g r o u p 111 ( Q/3) c o l i p h a g e s . T h e r e s u l t s f o r t h e F + g r o u p I I I c o l i p h a g e s
i n d i c a t e n o t o n l y g r e a t e r in a c t i v a t i o n o f t h e s e p h a g e s t h a n t h e g r o u p I F + R N A c o l ip h a g e s ,
b u t a l s o a w i d e r r a n g e o f v a r i a b i l i t y i n t h e i r r e s p o n s e . I n g e n e r a l , i t a p p e a r s t h a t t h e p o s i t i v e
c o n t r o l c o l i p h a g e s w e r e m o r e s u s c e p t i b l e t o t h e r m a l i n a c t i v a t i o n a t 5 3
°
C t h a n w e r e t h e fe e d
s l u d g e i s o l a t e s H o w e v e r , s o m e s l u d g e fe e d i s o l a t e s a l s o w e r e e x t e n s i v e l y i n a c t i v a t e d
R - D N A I n a c t iv a t i o n
1 0 0 E+ 0 1
1 0 0 E+ 0 0 1 - s ^
i - :
I i l x t l^ 1 ^ I _ I j
C o n t r o l
B a t c h




1 0 0 & 0 2
1 0 0 E - 0 3
T im e (m i n u t e s )
6 0
F i g u r e 1 2 . I n a c t i v a t i o n S u m m a r y F + D N A C o i i p h a g e F i e l d a n d C o n t r o l
I s o l a t e s a t 5 3
**
C f o r 5 a n d 6 0 m i n u t e s
8 2
A s s h o w n i n F i g u r e 1 2 , l o g i o i n a c t i v a t i o n o f F + D N A f e e d s l u d g e i s o l a t e s w a s
b e t w e e n - 0 . 1 5 - 2 . 1 l o g w i t h a m e a n o f 0 50 a n d 9 5 % c o n f i d e n c e l e v e l o f ± 0 . 5 0 a n d
i n a c t i v a t i o n o f t h e F + D N A c o n t r o l i s o l a t e s w a s b e t w e e n - 0
. 0 1 t o 0 . 5 4 w i t h m e a n o f 0 . 2 1 a n d
9 5 % c o n fi d e n c e l e v e l o f ± 0 . 2 9 L o g i o i n a c t i v a t i o n o f t h e o n l y F + D N A i s o l a t e w a s 0 . 1 8 .
F i g u r e 1 2 i l l u s t r a t e s a p p a r e n t i n c r e a s e s i n t h e c o n c e n t r a t i o n o f F + D N A s l u d g e f e e d i s o l a t e s
i n t h e fi r s t 5 m i n u t e s . H o w e v e r
,
b e c a u s e t h e a c t u a l n u m b e r s o f d e t e c t a b l e p h a g e s w a s l o w
a n d t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s f o r t h e s e c o u n t s a r e r a t h e r h i g h , t h e s e s l i g h t i n c r e a s e s o r
d e c r e a s e s i n t i t e r a t 5 a n d e v e n 6 0 m i n u t e s c a n b e a t t r i b u t e d t o s t a t i s t i c a l v a r i a b i l i t y o r
c h a n c e H o w e v e r , i t i s n o t e w o r t h y t h a t t h e s e i s o l a t e s a p p e a r t o b e i n a c t i v a t e d a t t h e s a m e o r
v e r y s im i l a r s l o w r a t e a n d t o a s i m i l a r e x t e n t , w i t h l e s s t h a n 1 l o g i o i n a c t i v a t i o n a f t e r 6 0
m i n u t e s . A l t h o u g h t h e m a j o r i t y o f F + D N A c o l i p h a g e i s o l a t e s a r e r e l a t i v e l y r e s i s t a n t t o a
t e m p e r a t u r e o f 5 3
"
C f o r u p t o 6 0 m i n u t e s o f e x p o s u r e , 2 i s o l a t e s f r o m th e fe e d s l u d g e w e r e
i n a c t i v a t e d s o m e w h a t m o r e e x t e n s i v e l y , w i t h a b o u t 2 l o g i o i n a c t i v a fi o n a f t e r 6 0 m i n u t e s a t
5 3
°
C T h e s e i s o l a t e s h o w e v e r w e r e c h a r a c t e r i z e d a n d d o n o t b e l o n g t o a s p e c i f i c F + D N A
s u b g r o u p . O n e i s o l a t e w a s F d - l i k e a n d t h e o t h e r C H - M 13 - l i k e .
R e s u l t s S u m m a r y
T h e r e m o v a l F + c o l i p h a g e s w e r e e v a l u a t e d i n a l a b s c a l e t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c
d i g e s t e r , w h i c h i n c l u d e d a n c o n t i n u o u s f lo w a n d s u b s e q u e n t b a t c h r e a c t o r , a t 5 1
° C , 53
° C
,
a n d 5 5 " C I n t h e s e s t u d i e s t h e i n a c t i v a t i o n o f F + c o l i p h a g e s i n c r e a s e s w i t h e x p o s u r e t o
t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s . A d d i t i o n a l l y g r e a t e r t h a n a t w o
- l o g i o r e du c t i o n w a s s e e n a t 5 5
° C
d e s p i t e t h e r e l a t i v e l y s h o r t r e s i d e n c e t i m e a t t h i s t e m p e r a t u r e . S u b s e q u e n t i n a c t i v a t i o n
8 3
e x p e r im e n t s i n t h e b a t c h r e a c t o r p r o v i d e d k i n e t i c i n f o r m a t i o n s u g g e s t i n g t h a t t h e r e m a y b e
h e a t - s e n s i t i v e a n d h e a t - r e s i s t a n t p o p u l a t i o n s o f c o Up h a g e s
I s o l a t e s w e r e t h e n c o l l e c t e d f r o m f e e d s l u d g e a n d a t v a r i o u s t im e s d u r i n g b a t c h
t r e a t m e n t a n d c h a r a c t e r i z e d . T h e p r e d o m i n a n c e o f F
- i- R N A i n t h e b a t c h r e a c t o r f u r t h e r
i n d i c a t e d t h a t t h e F + c o l i p h a g e s m a y e x h i b i t d i f f e r e n t h e a t r e s i s t a n c e s . S a m p l e s o f F + D N A
a n d F + R N A g r o u p I a n d g r o u p I I I w e r e e x p o s e d t o a l a b s c a l e t h e r m a l i n a c t i v a t i o n




a t em p e r a t u r e u s e d i n T A D
A f t e r c o n d u c t i n g t h e l a b s c a l e t h e r m a l i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s a t 5 3
"
C , i t w a s
a p p a r e n t t h a t F + R N A g r o u p I I I c o l i p h a g e s a r e s i g n i f i c a n t l y m o r e h e a t - s e n s i t i v e t h a n t h e F +
D N A o r F + R N A g r o u p I c o l i p h a g e s T h i s i n f o r m a t i o n i s u s e f u l i n i n t e r p r e t i n g w h i c h
c o li p h a g e g r o u p o r t y p e m o s t c l o s e l y r e s e m b l e s h u m a n e n t e r i c v i r u s i n a c t i v a t i o n i n t h e
p r e s e n c e o f t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s a n d m a y b e a b l e t o p r e d i c t p a t h o g e n r e d u c t i o n i n a
t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n p r o c e s s
8 4
V D I S C U S S I O N
T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t i o n E x p e r i m e n t s
A l a b o r a t o r y - s c a l e , c o n t i n u o u s - f l o w t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c di g e s t e r w a s c a p a b l e o f
s t a b l e o p e r a t i o n a t a s h o r t r e s i d e n c e t im e ( fo u r t o s i x d a y s ) o v e r a t e m p e r a t u r e r a n g e f r o m
5 1
°
C t o 5 5
° C w i t h i n f l u e n t s l u d g e f r o m t h r e e d i f f e r e n t s o u r c e s (A i t k e n e t a l , s u b m i t t e d ) .
M a l e - s p e c i f i c (F + ) c o l i p h a g e s w e r e r e d u c e d m o r e c o n s i s t e n t l y a n d e x t e n s i v e l y t h a n
s o m a t i c c o l i p h a g e s i n t h e c o n t i n u o u s - f l o w t h e r m o p h i l i c d i g e s t e r F + c o l i p h a g e s w e r e r e du c e d
b y 0 86 - 1 . 5 7 l o g i o a t 5 3
°
C a n d > 2 - l o g i o a t 5 5
°
C So m a t i c c o l i p h a g e s w e r e r e d u c e d b y
0 5 0 - 1 6 4 l o g i o r e m o v a l w i t h n o a p p a r e n t t r e n d i n t e m p e r a t u r e (A i t k e n e t a l , s u b m i t t e d ) . T h e
c o l ip h a g e i n a c t i v a t i o n r e s u l t s f r o m t h e c o n t i n u o u s f l o w t h e r m o p h i l i c d i g e s t e r s u g g e s t e d a n
a p p a r e n t e f f e c t o f t em p e r a t u r e o n t h e e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n , w i t h i n c r e a s e d i n a c t i v a t i o n a t
h i g h e r t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e . H o w e v e r , t h i s a p p a r e n t e f f e c t o f i n c r e a s e d t e m p e r a t u r e
c a u s i n g i n c r e a s e d i n a c t i v a t i o n w a s n o t s u p p o r t e d b y t h e r e s u l t s o f a d d i t i o n a l r e d u c t i o n
e x p e r im e n t s o n t h e s u r v i v i n g c o l i p h a g e s i n t h e c o n t i n u o u s f l o w r e a c t o r e f f l u e n t w h e n
s u b s e q u e n t l y e x p o s e d t o t h e rm o p h i l i c t e m p e r a t u r e s i n t h e b a t c h r e a c t o r . I n t h e s e e x p e r im e n t s
l o g i o r e d u c t i o n s w e r e 1 . 0 7 - 1 . 3 5 a t 5 1
" C
,
> 0 0 5 - 1 1 1 a t 5 3 " C
,
a n d > 0 . 4 2 a t 5 5 " C ,
r e s p e c t i v e l y .
Su b s e q u e n t b a t c h i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s c o m p a r i n g t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s a t 5 1
° C
a n d 5 3 ° C (T a b l e 7 ) a l s o d i d n o t i n d i c a t e t h a t t h e e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n w a s a f u n c t i o n o f
t e m p e r a t u r e . H o w e v e r , t h e s e i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s d i d s u g g e s t t h a t t h e r e w a s m o r e r a p i d
i n i t i a l i n a c t i v a t i o n o f a f r a c t i o n o f t h e c o l i p h a g e s a n d t h e n a p e r s i s t e n t fr a c t i o n . A b o u t 2 t o 3
l o g i o o f t h e i n i t i a l c o l i p h a g e s a r e i n a c t i v a t e d r e l a t i v e l y r a p i d l y , w i t h i n 2 h o u r s , a n d t h e
r e m a i n i n g o n e s w e r e v e r y p e r s i s t e n t , w i t h l i t t l e f u r t h e r r e d u c t i o n i n c o l ip h a g e c o n c e n t r a t i o n
f o r t h e d u r a t i o n o f t h e 2 4 - h o u r e x p e r i m e n t . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t i n t h e s e b a t c h i n a c t i v a t i o n
s t u d i e s , o n l y a f e w e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d a n d t h e y w e r e c o n d u c t e d o n d i f f e r e n t
b a t c h e s o f s l u d g e s T h e i n d i g e n o u s c o l i p h a g e s a n d t h e e n t i r e r a n g e o f t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n
t e m p e r a t u r e s w e r e n o t e v a l u a t e d f o r e a c h b a t c h . T h e r e f o r e t h e a b i l i t y t o m a k e b r o a d
c o n c l u s i o n s a b o u t i n c r e a s e d t h e r m o ph i l i c t e m p e r a t u r e s o n c o l i p h a g e i n a c t i v a t i o n i s v e r y
l i m i t e d
T h e o v e r a l l fi n d i n g s fo r i n a c t i v a t i o n o f s o m a t i c a n d m a l e - s p e c i fi c a n d s o m a t i c
c o l ip h a g e s i n t h i s s t u d y a r e c o n s i s t e n t w i t h o b s e r v a t i o n s m a d e b y o t h e r s t h a t c o l i p h a g e s a r e
m o r e h e a t - r e s i s t a n t t h a n e n t e r i c v i r u s e s (M o c e - L l i v i n a e t a l , 2 0 0 3 ) M o c e - L l i v i n a e t a l .
e v a l u a t e d t h e i n a c t i v a t i o n o f b a c t e r i a l i n d i c a t o r s a n d b a c t e r i o p h a g e s b y t h e r m a l t r e a t m e n t o f
d e w a t e r e d s lu d g e a t 8 0
° C a n d r a w s e w a g e a t 6 0
" C I n b o t h c a s e s t h e b a c t e r i o p h a g e s w e r e
m o r e r e s i s t a n t t o t h e r m a l i n a c t i v a t i o n t h a n t h e b a c t e r i a l in d i c a t o r s , e x c e p t f o r s u l fi t e - r e d u c i n g
C l o s t r i d i a s p o r e s . O f t h e b a c t e r i o p h a g e s s t u d i e d , t h e F + p h a g e s w e r e m o r e h e a t s e n s i t i v e t h a n
t h e s o m a t i c a n d B f r a g i l i s c o l i p h a g e s (M o c e - L l i v i n a e t a l 2 0 0 3 )
T h e c o m b i n e d d a t a f o r c o l i p h a g e i n a c t i v a t i o n f r o m t h e c o n t i n u o u s fl o w d i g e s t e r a n d
f r o m b a t c h t h e rm o p h i l i c di g e s t i o n t r e a t m e n t o f e f f l u e n t b i o s o l i d s f r o m t h e c o n t i n u o u s
d i g e s t e r s u g g e s t e d d i f f e r e n c e s i n c o l i p h a g e s u s c e p t i b i l i t y t o t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n ,
w i t h s o m e m o r e s u s c e p t i b l e a n d s o m e m o r e r e s i s t a n t T h e r e f o r e , i t w a s o f i n t e r e s t t o
d e t e r m i n e i f di f f e r e n t c o l i p h a g e s i n t h e s l u d g e d i d i n f a c t d i f f e r i n t h e i r r a t e a n d e x t e n t o f
i n a c t i v a t i o n b y th e r m o p h i l i c a n a e r o b i c t em p e r a t u r e c o n di t i o n s I t w a s h y p o t h e s i z e d t h a t t h e
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e f f e c t s o f t e m p e r a t u r e p r o b a b l y w e r e t h e m a j o r f a c t o r c a u s i n g c o l i p h a g e i n a c t i v a t i o n i n t h e
t h e r m o p h i U c a n a e r o b i c d i g e s t i o n p r o c e s s a n d t h a t d i f f e r e n t c o Up h a g e s h a d d i f f e r e n t
s u s c e p t i b i h t i e s t o t e m p e r a t u r e s i n t h e t h e r m o p h i h c r a n g e T h e r e s u l t s f r o m th e t h e r m a l b a t c h
i n a c t i v a t i o n r a t e e x p e r im e n t s a t 5 1
°
C a n d 5 3
"
C s u g g e s t e d t h a t t h e r e i s a f r a c t i o n o f t h e
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s t h a t i s m o r e r e s i s t a n t t o h e a t t h a n t h e r em a i n i n g p h a g e s i n t h i s
g r o u p T h i s w a s f u r t h e r d o c u m e n t e d b y s h o w i n g t h a t d i f f e r e n t F + c o l i p h a g e s s u b g r o u p s
d i f f e r e d i n t h e r a t e a n d e x t e n t t o w h i c h t h e y a r e i n a c t i v a t e d b y t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s I n
g e n e r a l g r o u p I I I F + R N A c o l i p h a g e s w e r e i n a c t i v a t e d m o r e r a p i d l y a n d e x t e n s i v e l y t h a n
e i t h e r g r o u p I F + R N A c o l i p h a g e s o r F + D N A c o l i p h a g e s
M a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s m a y b e a u s e fu l i n d i c a t o r o f p a t h o g e n i n a c t i v a t i o n du r i n g
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n o v e r t h e t e m p e r a t u r e r a n g e w e e v a l u a t e d . T h e f a c t t h a t
m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s w e r e r e m o v e d b y u p t o 2 6 l o g i o/ g T S u n d e r t h e rm o p h i l i c a n a e r o b i c
c o n d i t i o n s l e n d s s u p p o r t t o t h e i r p o t e n t i a l u s e a s a n i n d i c a t o r o f t h e r m a l i n a c t i v a t i o n o f
v i r u s e s a n d o t h e r p a t h o g e n s . H o w e v e r , t h e o b s e r v a t i o n t h a t t h e r e a r e s o m e m a l e - s p e c i fi c
c o l i p h a g e s t h a t p e r s i s t a n d s u r v i v e t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n c r e a t e s p r o b l e m s i n
u s i n g t h e m a s a n i n d i c a t o r o f t h e p r o c e s s Su c h a h e t e r o g e n e o u s r e s p o n s e o f t h e s e m a l e
-
s p e c i f i c c o l i p h a g e s t o t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n a n d t h e e x t e n t t o w h i c h i t e x i s t s i n
d i f f e r e n t s l u d g e s d e t r a c t s f r o m t h e u s e o f t h e s e c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f t h e r m o p h i h c
a n a e r o b i c d i g e s t i o n . F u r t h e r m o r e , t h e r e a s o n s f o r t h i s h e t e r o g e n e o u s r e sp o n s e w e r e
u n k n o w n u n t i l t h i s s t u d y w a s c o n d u c t e d , a n d t h e l a c k o f u n d e r s t a n d i n g o f t h i s p e r s i s t e n c e
f u r t h e r d e t r a c t e d f r o m t h e p o t e n t i a l u s e f u l n e s s o f t h e s e c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f t h e
p r o c e s s .
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I t w a s t h e r e f o r e o f i n t e r e s t t o c h a r a c t e r i z e a s a m p l e o f i s o l a t e s c o l l e c t e d f r o m s l u d g e s
o f t h e f e e d a n d b a t c h r e a c t o r s i n o r d e r t o g a i n in s i g h t i n t o t h e t h e r m a l r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s o f
F + c o l i p h a g e s i n i t i a l l y p r e s e n t i n t h e s l u d g e a n d t h o s e t h a t s u r v i v e d t h e b a t c h r e a c t o r . T h i s
i n f o r m a t i o n w a s a l s o u s e f u l i n u n d e r s t a n d i n g w h i c h , i f a n y , F + c o l i p h a g e g e n o t y p e s o r
s e r o t y p e s w e r e m o r e p e r s i s t e n t o r m o r e s e n s i t i v e t o t h e T A D o r t h e r m o p h i l i c t e m p e r a t u r e s .
I s o l a t e C h a r a c t e r i z a t i o n
I n t h e c o n t i n u o u s f l o w r e a c t o r
,
t h e r e w e r e n e a r l y e q u i v a l e n t n u m b e r s o f F + D N A a n d
F + R N A i s o l a t e s f o u n d ( 1 6 F + R N A a n d 2 0 F + D N A ) O f t h e 16 F + R N A i s o l a t e s f o u n d ,
r e l a t i v e l y s i m i l a r n u m b e r s o f g r o u p 1 a n d I I I i s o l a t e s w e r e f o u n d (9 g r o u p I , 6 g r o u p I I I , a n d 1
m i x t u r e o f b o t h g r o u p I a n d I I I ) . I n t h e b a t c h r e a c t o r , h o w e v e r , t h e r e w a s a p r e p o n d e r a n c e o f
F + R N A c o l i p h a g e s f o u n d (7 3 F + R N A a n d 1 F + D N A ) Wh i l e t h e r e w a s o n l y o n e F + D N A
i s o l a t e f o u n d , i t w a s f o u n d a f t e r 8 h o u r s o f e x p o s u r e i n t h e b a t c h r e a c t o r . T h e F + R N A
i s o l a t e s o f t h e b a t c h r e a c t o r w e r e p r e d o m i n a n t l y g r o u p I (6 6 g r o u p I , 0 g r o u p I I I , a n d 7
m i x t u r e o f g r o u p I a n d I I I ) .
T h e i s o l a t e c h a r a c t e r i z a t i o n i l l u s t r a t e d t h a t F + D N A a n d F + R N A g r o u p I (M S2 ) a n d
g r o u p I I I (Q /3) a r e p r e s e n t i n c o m p a r a b l e a m o u n t s i n t h e o r i g i n a l f e e d s l u d g e T h e
p r e p o n d e r a n c e o f g r o u p I F + R N A c o l i p h a g e s a t v a r i o u s t i m e s i n t h e b a t c h r e a c t o r s u g g e s t e d
t h a t t h i s s e r o g r o u p m a y p o s s e s s h e a t - r e s i s t a n t p r o p e r t i e s W h i l e o n l y o n e F + D N A i s o l a t e
w a s f o u n d i n t h e b a t c h r e a c t o r , i t w a s f o u n d a f t e r 8 h o u r s o f e x p o s u r e t o t h e r m o p h i l i c
d i g e s t i o n T h i s s u g g e s t s t h a t F + D N A c o l i p h a g e s m a y h a v e s o m e h e a t r e s i s t a n t p r o p e r t i e s a s
w e l l .
I t i s u n c e r t a i n a s t o w h y s o f e w F + D N A c o l i p h a g e s w e r e p r e s e n t i n t h e b a t c h r e a c t o r .
I t i s p o s s i b l e t h a t t h e F + E c o l i h o s t u s e d i n t h i s s t u d y h a s d i f f e r e n t i a l b i n d i n g a n d i n f e c t i v i t y
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e f f i c i e n c y f o r F + D N A a n d F + RN A c o l i p h a g e s . I f t h e s e t w o g r o u p s o f p h a g e s a r e d e t e c t e d
w i t h d i f f e r e n t e f f i c i e n c y , i t c o u l d b i a s t h e r e s u l t s t h a t a t t e m p t t o d e t e r m i n e t h e i r r e l a t i v e
a b u n d a n c e i n d i f f e r e n t s l u d g e s a m p l e s . I t i s k n o w n t h a t t h e F + D N A c o l i p h a g e s b i n d t o t h e
t o p o f t h e p i l i o n t h e i r b a c t e r i a l h o s t s , s u c h a s E c o l i F a mp , a n d t h e F + R N A c o l ip h a g e s b i n d
t o t h e s i d e s o f t h e p i l i w h e r e t h e r e i s m o r e s u r f a c e a r e a (B a c t e r i o p h a g e s 1 9 7 5 ; L u b k o w s k i e t
a l . 1 9 9 9 ; K a r l s s o n e t a l 2 0 0 3 ) . T h i s d i f f e r e n c e i n r e c e p t o r b i n d i n g l o c a t i o n a n d i n t h e
p o s s i b l e a b u n d a n c e o f r e c e p t o r b i n d i n g s i t e s c o u l d in f l u e n c e t h e r e s u l t s o b s e r v e d f o r t h e
r e l a t i v e a b u n d a n c e o f t h e t w o d i f f e r e n t c o l i p h a g e g r o u p s W h i l e t h e r e i s n o t h t e r a t u r e t h a t
s t a t e s F a m p p r e f e r e n t i a l l y b i n d s o r s u p p o r t s t h e r e p l i c a t i o n o f F + R N A c o l i p h a g e s , i t i s
p e r h a p s a p o s s i b i l i t y a n d i t d e s e r v e s f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n .
W h i l e l i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e e c o l o g y o f F + D N A c o li p h a g e s (F u r u s e 1 9 8 7 ) , t h e y
h a v e b e e n f o u n d i n a v a r i e t y o f w a t e r s o u r c e s im p a c t e d b y h u m a n a n d a n im a l f e c a l w a s t e
s o u r c e s a n d f o u n d i n c o m p a r a b l e p e r c e n t a g e s a s F + R N A c o l i p h a g e s i n w a s t e s o u r c e s (C o l e
e t a l 2 0 0 3 ) I n o u r s t u d y t h e r e v e r s e - l i n e b l o t h y b r i d i z a t i o n e x p e r i m e n t i l l u s t r a t e d t h a t n o o n e
p a r t i c u l a r t y p e o f F + D N A c o l i p h a g e w a s e x c l u s i v e l y p r e s e n t o r p r e d o m in a n t i n t h e r a w
s l u d g e . C H - l i k e , M 13 - l i k e , a n d F d - l i k e w e r e a l l p r e s e n t a m o n g t h e i s o l a t e s t e s t e d . A g a i n ,
t h e s a m p l e s i z e (n = 7 ) o f F + D N A c o l i p h a g e s t e s t e d w a s s m a l l a n d i t w o u l d b e u s e f u l t o s t u d y
F + D N A i s o l a t e s i n s l u d g e fu r t h e r b e fo r e b r o a d c o n c l u s i o n s a b o u t r e l a t i v e a b u n d a n c e a r e
m a d e .
T h e r e i s m o r e l i t e r a t u r e o n t h e e c o l o g y o f F + R N A c o l ip h a g e s . I t h a s b e e n c i t e d t h a t
F + R N A s t r a i n s i s o l a t e d f r o m h u m a n f e c e s a r e u s u a l l y g r o u p s I I a n d I I I , w h i l e g r o u p s I a n d
I V a r e u s u a l l y f o u n d i n a n i m a l f e c e s (H s u e t a l 19 9 5 ; G r a b o w 2 0 0 1; F u r u s e 19 8 7 ; H a v e l a a r
1 9 86
,
Sc o t t e t a l 2 0 0 2 ) T h i s i n f o r m a t i o n i n t h e p a s t h a s b e e n p o s t u l a t e d t o b e u s e f u l i n f e c a l
s o u r c e t r a c k i n g (S c o t t e t a l . 2 0 0 2 ) . A d d i t i o n a l l y , d i f f e r e n c e s i n t h e r e l a t i v e p e r c e n t a g e s o f F +
R N A c o l i p h a g e g r o u p s f o u n d i n v a r i o u s w a s t e a n d w a t e r s a m p l e s w e r e t h o u g h t t o b e u s e f u l
f o r s o u r c e t r a c k i n g o f s p e c i fi c i n p u t s (C o l e e t a l 2 0 0 3 ) . H o w e v e r , Sc h a p e r e t a l (2 0 0 2 )
s u g g e s t t h a t u s i n g t h e d i s t r i b u t i o n o f g e n o t y p e s o f F + R N A b a c t e r i o p h a g e s f o r fi n g e r p r i n t i n g
t h e o r i g i n o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n n a t u r a l s a m p l e s r e q u i r e s p r e v i o u s k n o w l e d g e o f t h e
c o m p a r a t i v e r e s i s t a n c e o f t h e f o u r g e n o t y p e s t o i n a c t i v a t i o n b y v a r i o u s f a c t o r s
I n t h i s s t u d y t h e r e w a s a p r e d o m i n a n c e o f g r o u p I c o l i p h a g e s s u r v i v i n g t h e m i o p h i l i c
a n a e r o b i c d i g e s t i o n i n t h e c o n t i n u o u s - f lo w a n d b a t c h r e a c t o r s I f b i o s o l i d s f r o m t h e s e
r e a c t o r s w e r e t o b e l a n d a p p l i e d , t h e p r e s e n c e o f g r o u p 1 i s o l a t e s i n t h e fi e l d m a y r e fl e c t a
h e a t r e s i s t a n c e o f t h e t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r r a t h e r t h a n a h ig h p r o p o r t i o n o r l o a d o f
a n i m a l s o u r c e i n p u t s . T h i s d i f f e r e n t i a l s u r v i v a l o f F + R N A c o l i p h a g e g r o u p s m a y l im i t t h e
u s e f u l n e s s o f F + R N A c o l i p h a g e g r o u p i n g f o r t r a c k i n g o f f e c a l s o u r c e s .
I t m a y b e w o r t h n o t i n g t h a t , o f 6 6 i s o l a t e s o r i g i n a l l y r e p o r t e d a s F + D N A c o l i p h a g e s ,
o n l y 2 1 w e r e t r u l y c h a r a c t e r i z e d a s F + D N A a f t e r c o n f i r m i n g w i t h P C R m e t h o d s . T h i s i s
c o n s i s t e n t w i t h r e s u l t s f o u n d b y H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 86 ) , w h o s e s u r \ ' e y o f R N A s e s e n s i t i v i t y
y i e l d e d r e l a t i v e l y m a n y F + R N A i s o l a t e s r e s i s t a n t t o t h e R N A s e T h e s e r o t y p e s o f t h e s e
i s o l a t e s w e r e l a t e r c h a r a c t e r i z e d t o b e T y p e IV (F I ) . W i t h r e g a r d t o R N A s e s e n s i t i v i t y o f F +
R N A p h a g e s , a n o t h e r s e r i e s o f e x p e ri m e n t s w a s c o n d u c t e d (u n p u b l i s h e d ) a n d r e v e a l e d a
d i f f e r e n c e i n r e s i s t a n c e a m o n g s e r o g r o u p s . T h e o r d e r o f R N A s e s e n s i t i v i t y w a s I I > I > I I I >
IV (H a v e l a a r 19 8 6 ) . F u r t h e r i t h a s b e e n p o s t u l a t e d t h a t f r e e s s - R N A c a n t a k e o n l o o p e d
h a i r p i n s h a p e w h e r e i t m a y m o c k t h e d o u b l e h e l i x n a t u r e o f t h e D N A c o l i p h a g e s (S o b s e y ,
p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) T h i s p r o p e r t y c a n c a u s e R N A t o b e r e s i s t a n t t o c e r t a i n t y p e s o f
R N A s e .
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B a s e d o n t h e r e s u l t s o f t h e b i p h a s i c c u r v e s w i t h r e s p e c t t o t h e r m a l i n a c t i v a t i o n i n t h e
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r a n d i s o l a t e c h a r a c t e r i z a t i o n , i t w a s o f i n t e r e s t t o a d d i t i o n a l l y
t e s t t h e h e a t r e s i s t a n c e o f i s o l a t e s u n d e r c o n t r o l l e d t e m p e r a t u r e e x p o s u r e c o n di t i o n s . T h i s
w a s d o n e u s i n g a t h e r m o r e g u l a t e d h e a t b l o c k a t 5 3
' ' C , a t e m p e r a t u r e c h a r a c t e r i s t i c o f
t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n p r o c e s s e s A r e p r e s e n t a t i v e s a m p l e o f t h e g r o u p I a n d I I I F + R N A
a n d F + D N A i s o l a t e s w e r e c h o s e n f o r t h e e x p e r i m e n t . M S 2 , Q/3 , F d , M l 3 , a n d F l l a b s t r a i n
i s o l a t e s w e r e t e s t e d a s c o n t r o l s a l o n g w i t h t h e f i e l d i s o l a t e s T h e y w e r e e n u m e r a t e d b e f o r e
e x p o s u r e , a f t e r 5 m i n u t e s a n d a f t e r 6 0 m i n u t e s o f e x p o s u r e . A d d i t i o n a l l y i s o l a t e s w e r e
t i t e r e d a f t e r b e i n g h e l d a t r o o m t e m p e r a t u r e (- 2 5
° C ) t o i n s u r e t h a t t h e i n a c t i v a t i o n e f f e c t s o f
t h e c o l i p h a g e s w e r e d u e t o i n c r e a s e d h e a t o n l y i n t h e h e a t b l o c k m o d e l f o r t h e e x p o s u r e
t e m p e r a t u r e i n t h e t h e n n o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r .
L a b S c a l e I n a c t i v a t i o n E x p e r i m e n t s
T h e t h e r m a l a n a l y s i s o f t h e h e a t b l o c k e x p o s u r e s i n d i c a t e d t h a t gr o u p I F + R N A
c o l i p h a g e s a n d F + D N A c o l i p h a g e s a r e i n a c t i v a t e d t o a l e s s e r e x t e n t t h a n t h e g r o u p I I I F +
R N A c o l i p h a g e s T h e r e w e r e u n e x p l a i n a b l e r e d u c t i o n s o f t h e s a m e c o l i p h a g e s h e l d a t r o o m
t em p e r a t u r e T h i s p h e n o m e n o n w a s a c c o u n t e d fo r b y s u b t r a c t i n g t h e i s o l a t e l o g i o r e d u c t i o n s
a t r o o m t e m p e r a t u r e f r o m t h e l o g i o i n a c t i v a t i o n i n t h e h e a t b l o c k a n d t h e n p e r f o r m i n g
s t a t i s t i c a l a n a l y s i s (A N O V A ) t o e x a m i n e d i f f e r e n c e s i n r e d u c t i o n s o f d i f f e r e n t F + c o l i p h a g e
D N A t y p e s a n d g r o u p s .
T h i s e x p e r im e n t i l lu s t r a t e d t h a t F + R N A c o l i p h a g e s , o n c e t h o u g h t t o b e a
h o m o g e n e o u s g r o u p , a r e a c t u a l l y h e t e r o g e n e o u s i n t h e i r r e s i s t a n c e t o h e a t . T h e r e w a s a
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e i n a c t i v a t i o n o f g r o u p I (M S2 ) a n d g r o u p I I I (Q /3)
c o l i p h a g e s a f t e r 6 0 m i n u t e s e x p o s u r e t o 5 3
° C O u r r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h S c h a p e r e t a l .
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(2 0 0 2 ) , w h i c h i l l u s t r a t e d c o m p a r a t i v e d a t a o n t h e s u s c e p t i b i l i t y o f b a c t e r i o p h a g e s o f e a c h o f
t h e fo u r g e n o t y p e s o f F + R N A b a c t e r i o p h a g e s t o v a ri o u s i n a c t i v a t in g f a c t o r s .
I n s t u d i e s b y S c h a p e r e t a l ( 2 0 0 2 ) , B ri o n e t a l . (2 0 0 2 ) a n d L o n g a n d S o b s e y (2 0 0 4 ) ,
t h e p h a g e i s o l a t e s o f g e n o t y p e I s u r v i v e d m o r e s u c c e s s f u l l y c o m p a r e d t o p h a g e s o f o t h e r
g e n o t y p e s f o r v a ri o u s i n a c t i v a t in g t r e a t m e n t s . I n t h e S c h a p e r e t a l s t u d y , g e n o t y p e I w a s
m o r e r e s i s t a n t t o a l l i n a c t i v a t i n g c o n d i t i o n s t h a n b a c t e ri o p h a g e s o f g e n o t y p e s I I I a n d I V a n d
a l s o m o r e r e s i s t a n t t h a n p h a g e s o f g e n o t y p e I I t o m o s t i n a c t i v a t i n g t r e a t m e n t s a n d c o n d i t i o n s
T h e p h a g e i s o l a t e s o f g e n o t y p e s I I I a n d I V s t u d i e d w e r e s i m i l a r i n m o s t i n a c t i v a t in g
c o n d i t i o n s s t u d i e d I t w a s c o n c l u d e d th a t t h e o r d e r o f r e s i s t a n c e t o d i f f e r e n t i n a c t i v a t i n g
f a c t o r s f r o m gr e a t e s t t o s m a l l e s t i s a s f o l l o w s : g e n o t y p e I > g e n o t y p e I I > g e n o t y p e I I I >
g e n o t y p e I V . B ri o n e t a l . (2 0 0 2 ) f o u n d i n c r e a s e d s u r v i v a l o f e n v i r o n m e n t a l l y d e ri v e d g r o u p I
a n d I I c o l i p h a g e s a t 2 5 t o 3 7
° C c o m p a r e d t o o t h e r F + R N A s e r o t >T3 e s .
T h e r e a s o n s f o r t h e d i f f e r e n c e s i n s e n s i t i v i t i e s t o h e a t a r e u n k n o w n . G r o u p s I a n d I I
b e l o n g t o t h e L e v i v i r i d a e f a m i l y a n d g r o u p s I I I a n d IV b e l o n g t o t h e A l l o l e v i v i r id a e f a m i l y ,
m e a n i n g t h e s e g r o u p s d o d i f f e r g e n e t i c a l l y I t i s p o s s i b l e t h a t t h e s e g e n e t i c d i f f e r e n c e s f o r m
d i f fe r e n t p r o t e i n s a n d / o r d i f f e r e n c e s i n p r o t e i n p o s i t i o n s o r c a p s i d s t a b i l i t y . T h e s e
d i f f e r e n c e s m a y c a u s e t h e p h a g e g r o u p s t o b e m o r e o r l e s s s u s c e p t i b l e t o h i g h e r t e m p e r a t u r e s
(V i n e , J a n p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n 2 0 04 ) .
A g a i n , n o t a s m u c h i s k n o w n a b o u t F + D N A c o l i p h a g e s u r v i v a l i n t h e p r e s e n c e o f
h e a t . H o w e v e r
,
F + D N A c o l i p h a g e s h a v e b e e n f o u n d i n t h e e n v i r o n m e n t i n s u m m e r m o n t h s
a n d t o b e m o r e s t a b l e t h a n F + R N A c o l i p h a g e s o v e r d i f f e r e n t s e a s o n a l t em p e r a t u r e s ,
s u g g e s t i n g t h e y m a y h a v e s o m e r e s i s t a n c e t o h e a t (C h u n g e t a l , 1 9 9 6 ; L o n g , Sh a r o n p e r s o n a l
c o m m u n i c a t i o n 2 0 0 4 ) I n t h e c u r r e n t s t u d y t h e r e w a s n o t a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e
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i n t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s b e t w e e n t h e fi e l d s t r a i n s a n d l a b s t r a i n s A d d i t i o n a l l y , t h r e e d i f f e r e n t
t y p e s o f l a b s t r a i n s w e r e t e s t e d (M 13 , F l , a n d F d ) , a n d a l l t h r e e o f t h e s e s t r a i n s e x h i b i t e d
s im i l a r r a t e s o f i n a c t i v a t i o n A c c o r d i n g t o t h e s c i e n t i fi c l i t e r a t u r e , t h e F + D N A c o l i p h a g e s a s
a g r o u p a r e m o r e g e n e t i c a l l y s i m i l a r t h a n t h e F + R N A c o l i p h a g e s (H o r i u c h i , e t a l , 1 9 7 8 )
O u r r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h L o n g a n d So b s e y (2 0 0 4 ) , w h i c h s h o w e d t h a t F + D N A
c o l i p h a g e s m a y h a v e r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s A l l f o u r l a b s t r a i n s e v a l u a t e d (M l 3 , f d , f l a n d




b u t a l l w e r e i n a c t i v a t e d t o s o m e e x t e n t w h e n i n c u b a t e d a t 2 0
"
C f o r 1 0 0 d a y s . O v e r a l l t h e r e w e r e f e w d i f f e r e n c e s i n s u r v i v a l o f F + D N A c o l i p h a g e s , b u t
t h e M l 3 p h a g e s w e r e s i g n i fi c a n t l y m o r e r e s i s t a n t t h a n t h e o t h e r F + D N A p h a g e s t e s t e d
M o r e i n a c t i v a t i o n s t u d i e s o f fi e l d i s o l a t e s n e e d t o b e d o n e t o i d e n fi f y i f t h e F + D N A
c o l i p h a g e s a r e t r u l y a m o r e h o m o g e n e o u s g r o u p i n r e g a r d s t o t h e i r h e a t r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s
T h e r e w a s s l i g h t v a r i a b i l i t y i n t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s b e t w e e n t h e l a b s t r a i n s a n d fi e l d
s t r a i n s w i t h i n t h e F + R N A g r o u p s I , g r o u p I I I , a n d F + D N A i s o l a t e s H o w e v e r , n o p a r t i c u l a r
g r o u p o f fi e l d s t r a i n w a s s i g n i fi c a n t l y (P > 0 . 0 5 ) d i f f e r e n t t h a n i t s c o u n t e r p a r t l a b c o n t r o l
s t r a i n .
A n u n e x p e c t e d d i e - o f f o c c u r r e d i n s o m e F + R N A c o l i p h a g e s a t r o o m t e m p e r a t u r e
W h i l e t h e s e p h a g e s w e r e t o b e u s e d a s c o n t r o l s , s e v e r a l e x h i b i t e d i n a c t i v a t i o n c l o s e t o 2 l o g i o
a f t e r 6 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e (- 2 5
° C ) . T h e F + D N A a n d g r o u p I I I (Q/? ) c o l i p h a g e s
r e m a i n e d s t a b l e a t 2 5 " C . T h e g r o u p I (M S 2 ) h o w e v e r s h o w e d gr e a t e r l o s s o f i n f e c t i v i t y .
T h e r e w a s a s i g n i f i c a n c e d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e g r o u p I b a t c h i s o l a t e s a n d t h e F + D N A (f e e d
a n d c o n t r o l ) i s o l a t e s a n d b e tw e e n t h e g r o u p I b a t c h i s o l a t e s a n d th e g r o u p I I I (Q /S) c o n t r o l
i s o l a t e s
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I t i s p o s s i b l e t h e a p p a r e n t i n a c t i v a t i o n s e e n i n t h e g r o u p I i s o l a t e s m a y a c t u a l l y b e
c a u s e d b y v i r u s a g g r e g a t i o n i n t h e T S B m e d i a , w h o s e e f f e c t s m a y b e e x a c e r b a t e d b y t h e s p o t
p l a t e t i t e r a s s a y u s e d . T h e r e s u l t s o f t h i s a s s a y m e t h o d c a n b e s o m e w h a t d i f fi c u l t t o i n t e r p r e t ,
e s p e c i a l l y b e c a u s e t h e p l a q u e s i z e s a r e v e r y s m a l l . A n a g g r e g a t i o n o f v i r i o n s m a y c o n t a i n
m a n y i n d i v i d u a l v i r u s p a r t i c l e s , b u t o n l y b e r e p r e s e n t e d a s o n e p l a q u e f o r m i n g u n i t ( p f u ) t o
t h e n a k e d e y e T h e p o s s i b i l i t y o f v i r a l a g g r e g a t i o n i s s t r e n g t h e n e d f u r t h e r b y t h e f a c t t h a t
t h e s e i s o l a t e s a l s o e x h ib i t e d m o r e r e t a r d a n t in a c t i v a t i o n c u r v e s (
"
t a i l i n g e f f e c t
"
) i n t h e k i n e t i c
i n a c t i v a t i o n g r a p h s , w h i c h i s t h o u g h t t o b e c h a r a c t e r i s t i c o f v i r u s a g g r e g a t i o n (M a i e r , e t a l
2 0 0 0 )
T h e u s e o f a n o t h e r m e d i u m
,
s u c h a s b e e f e x t r a c t o r PB S
,
m a y b e m o r e e f fi c i e n t i n
r e d u c i n g t h e e f f e c t s o f a g g r e g a t i o n . H o w e v e r , a s m a l l c o m p a r i s o n s t u d y w a s c o n d u c t e d
b e t w e e n t h e d o u b l e a g a r l a y e r m e t h o d a n d t h e s p o t t i t e r m e t h o d . I n t h i s s t u d y t h e r e w a s n o
s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e r e s u l t s o f t w o m e t h o d s A d d i t i o n a l l y i n t h e s a m e s t u d y a
d i l u t i o n m e d i a c o m p a r i s o n t e s t w a s c o n d u c t e d u s i n g 3 % B e e f E x t r a c t , p h o s p h a t e b u f f e r
s o l u t i o n (P B S) , P B S (D u b e c c o s ) , a n d T SB . T h e d i l u t i o n m e di a d i d n o t a p p e a r t o a d v e r s e l y
a f f e c t t h e c o u n t s f o r t h e s p o t t i t e r p r o c e d u r e
T h e d a t a o n i n f e c t i v i t y t i t e r v e r s u s t im e f o r e v e r y i s o l a t e w a s p l o t t e d t o i l l u s t r a t e i f t h e
i n a c t i v a t i o n r a t e f o l l o w e d fi r s t - o r d e r k i n e t i c s (l i n e a r ) o r a t w o - p o p u l a t i o n m o d e l (t a i l in g
e f f e c t ) . A l l i s o l a t e g r o u p s a l m o s t e x c l u s i v e l y fo l l o w e d fi r s t - o r d e r i n a c t i v a fi o n k i n e t i c s , w i t h
t h e e x c e p t i o n o f t h e g r o u p I b a t c h i s o l a t e s . A g a i n , t h i s c o u l d p o s s i b l y b e d u e t o a g g r e g a t i o n
o f t h e gr o u p I c o l i p h a g e s i n t h e m e di a , w h i c h c o u l d b e f u r t h e r e x a c e r b a t e d b y t h e s p o t p l a t e
t i t e r a s s a y u s e d .
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T h e s e r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h o s e o f A d a m s ( 19 5 9 ) , w h o s t a t e d t h a t i n a c t i v a t i o n
k i n e t i c s o f b a c t e r i o p h a g e s w e r e fi r s t - o r d e r T h i s c a n b e h e lp f u l i n p r e d i c t i n g b a c t e r i o p h a g e
i n a c t i v a t i o n a n d t h e r e f o r e p o s s i b l y e n t e r i c v i r u s i n a c t i v a t i o n i n t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n
p r o c e s s e s
I n t h i s s t u d y , t h e h e a t r e s i s t a n c e s o f F + D N A a n d g r o u p 1 a n d I I I F + R N A c o l i p h a g e s
w e r e e v a l u a t e d . T h e g r o u p I I I F + R N A c o h p h a g e s e x h i b i t e d a g r e a t e r s e n s i t i v i t y t o e x p o s u r e
a t 5 3
° C H o w e v e r
,
t h e h e t e r o g e n e o u s r e s p o n s e s o f t h e F + c o l i p h a g e s d e t r a c t f r o m t h e i r
u s e f u l n e s s a s i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s i n t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n p r o c e s s e s I n t h e
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t e r t h e e n t e r i c v i r u s u s e d , p o l i o v i r u s t y p e 1 , s t r a i n L Sc , w a s
i n a c t i v a t e d v e r y q u i c k l y a n d w a s n o t r e c o v e r e d f r o m t h e e f f l u e n t o f t h e c o n t i n u o u s f l o w
r e a c t o r . T h e r e fo r e
,
i t i s o f v a l u e t o t a r g e t t h e c o l i p h a g e o r c o l i p h a g e g r o u p t h a t m o s t c l o s e l y
r e s e m b l e s t h e i n a c t i v a t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s s u c h a s p o l i o v i r u s in s t e a d o f a l l F + c o l i p h a g e s
I f m e t h o d s t o a n a l y z e j u s t t h e m o r e h e a t - s e n s i t i v e f r a c t i o n o f m a l e - s p e c i fi c R N A c o l i p h a g e s
c a n b e d e v e l o p e d , s o m e o f t h e
"
b a c k g r o u n d n o i s e
"
i n t h e m e a s u r e m e n t s c a u s e d b y th e
p r e s e n c e o f h e a t - r e s i s t a n t p h a g e s m i g h t b e r e m o v e d F u r t h e r e f f o r t s t o d e v e l o p m e t h o d s t h a t
s e l e c t i v e l y d e t e c t t h i s f r a c t i o n s h o u l d b e i n v e s t i g a t e d a n d a d d i t i o n a l h e a t i n a c t i v a t i o n s t u d i e s
sh o u l d b e c o n d u c t e d th a t d i r e c t l y c o m p a r e a n d s im u l t a n e o u s l y t e s t c o l i p h a g e i n a c t i v a t i o n
r a t e s t o t h o s e o f e n t e ri c v i r u s e s , h e l m i n t h e s , a n d S a l m o n e l l a
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V I C O N C L U S I O N S
1 . F + R N A c o l i p h a g e s a r e p o t e n t i a l l y u s e f u l i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s in t h e r m a l
p r o c e s s e s t o p r o d u c e C l a s s A b i o s o l i d s .
2 . M o r e s p e c i f i c a l l y , F + c o l i p h a g e s m a y b e a u s e f u l i n d i c a t o r o f p a t h o g e n i n a c t i v a t i o n
d u r i n g T A D o v e r t h e t em p e r a t u r e r a n g e s t u d i e d (5 1 - 5 5
"
C )
3 T h e s e c o l i p h a g e s a r e s im i l a r i n m o r p h o l o g y t o e n t e r i c v i r u s e s , c a n b e a n a ly z e d b y
s i m p l e , in e x p e n s i v e a n d r a p i d m e t h o d s , a n d a r e p r e s e n t i n t h e r aw s e w a g e a n d p r im a r y
s l u d g e a t l e v e l s s u f fi c i e n t t o d e t e r m i n e i f l o g i o p a t h o g e n r e d u c t i o n t a r g e t s a r e a c h i e v e d .
4 . O b s e r v e d m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e r e d u c t i o n s b y u p t o 2 6 l o g i o/ g T S u n d e r
t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c c o n d i t i o n s l e n d s s u p p o r t t o t h e i r p o t e n fi a l u s e a s a n i n d i c a t o r o f
t h e r m a l i n a c t i v a t i o n o f s l u d g e p a t h o g e n s .
5 . F + c o l i p h a g e s g a v e a h e t e r o g e n e o u s i n a c t i v a fi o n r e s p o n s e t o t h e r m o p h i l i c d i g e s t i o n
a n d t o t h e r m a l i n a c t i v a t i o n b y i t s t e m p e r a t u r e s . T h i s h e t e r o g e n e i t y w a s d u e t o d i f f e r e n t
F + c o l ip h a g e s , w i t h g r o u p I I I F + R N A c o l i p h a g e s i n a c t i v a t e d m o r e r a p i d l y t h a n g r o u p I
F + R N A c o l i p h a g e s o f F + D N A c o l i p h a g e s . T h i s n u c l e i c a c i d t y p e a n d g r o u p - s p e c i fi c F +
c o l i p h a g e d i f f e r e n c e t o T A D a n d t h e e x t e n t t o w h i c h i t e x i s t s in d i f f e r e n t s l u d g e s d e t r a c t s
f r o m t h e u s e f u l n e s s o f t h e s e c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f p a t h o g e n r e d u c t i o n s b y T A D .
6 F+ R N A gr o u p I I I c o l ip h a g e s a p p e a r t o h a v e i n ac t i v a t i o n k i n e t i c s p r e d i c ti v e o f th e
i n a c t i v a t i o n o f h u m a n e n t e r i c v i r u s e s a n d p o s s i b l y o t h e r p a t h o g e n s i n s l u d g e s s u b j e c t e d
t o t h e r m a l a n d th e r m o p h i l i c p r o c e s s e s .
7 B e c a u s e o f t h e d i f f e r e n c e s i n h e a t r e s i s t a n c e s a m o n g t h e F + R N A c o Up h a g e s i t i s
p o s t u l a t e d t h a t g r o u p H I c o U p h a g e s m i g h t m o r e a c c u r a t e l y f o l l o w t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s o f
e n t e ri c v i r u s e s , s u c h a s p o l i o v i r u s .
8 F u r t h e r s t u d y i s n e e d e d o n t h e h e a t r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s o f t h e F + R N A a n d F + D N A
c o l i p h a g e s , a s w e l l a s , c o m p a ri s o n s h e a t in a c t i v a t i o n k i n e t i c s b e t w e e n t h e c o l i p h a g e
t y p e s a n d t h e v a r i o u s e n t e ri c p a t h o g e n s , s u c h a s e n t e ri c v i r u s e s , h e l m i n t h e s , a n d
S a l m o n e l l a b a c t e r i a
9 W o r k s h o u l d b e c o n d u c t e d t o c r e a t e a n a s s a y t h a t w i l l e f f e c t i v e l y d e t e c t o n l y gr o u p I I I
F + R N A c o l i p h a g e s , t h e c o l i p h a g e g r o u p t h a t m o s t r e l i a b l y r e p r e s e n t s p a t h o g e n
i n a c t i v a t i o n i n t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n p r o c e s s e s .
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A P P E N D I C I E S
A P P E N D I X 1 . C o n t i n u o u s F l o w M a l e - S p e c i fi c C o l i p h a g e D a t a
C o n t i n u o u s F l o w M a le - S p e c i fi c C o l ip h a g e D a t a
SC W R F 5 5 " C A F e e d 1 F e e d 2 E fl u e n t L o g 10 R e d u c t i o n
R u n 1 (9 / 8 / 2 0 0 2 )
R u n 2 ( 9 / 1 5 /0 2 )
M e a n
S t d D e v
4 0 6
4 7 4
4 . 5 9
0 . 4 7




2 . 2 3
0 . 2 8
2 . 3 6
0 . 5 5
SC WR F 5 5 " C B
R u n 1 ( 12 / 14 / 0 3 )
M e a n
S t d D e v
F e e d 1 F e e d 2
4 4 4
4 . 4 4
E fl u e n t
1 8 4
1 . 8 4 2 . 6 0
SC WR r - 5 3 " C
M e a n
S t d d e v .
F e e d 1 F e e d 2
B a t c h R u n l ( 1/ 18/ 0 3 ) 3 0 2
B a t c h R u n 2 ( 1/2 6 /0 3 ) 3 7 6
R u n 1 (2 / 1/ 0 3 ) 3 0 5
R u n 2 ( 2/ 8/ 0 3 ) 2 9 5
3 . 3 0 8
0 . 4 1 4
3 7 6
N A





2 . 1 7 3
0 . 0 4 3
1 . 1 4
0 . 4 2
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1 OO E - 0 4
1 0 0 E- 0 5
1 O OE - 0 6
1 0 0 E - 0 7
T im e (m i n u t e s )
G r o u p I I I F e e d (7 )
t O O E K ) 0
l OO E - 0 1
1 0 0 E - 0 2
1 0 0 E - 0 3
d e t ec t i o n l i m i t
L j n e a r
t O O E - 0 4
2 - P o p u l a t t o n
l 0 0 E- 0 5
10 0 E - 0 6
t O O E - 0 7
l O O E - 0 8
l O O E - 0 9
T i m e (m i n u t e s )
G r o u p I I I F e e d (8 )
1 OOE + 0 0 9 i -
• ^ ~ « L _ 2 0
l OOE - 0 1
1 OO E - 0 2
1 0 0 E - 0 3
1 OOE - 0 4
1 0 0 E - 0 5
3 0 4 0 5 0 6 0
Li n e a r
2 - P o p u la t io n
T i m e ( m i n u t e s )
1 3 5
G r o u p I I I F e e d (9 )
1 OO E+ 0 0 f fe : . -
0
■
J t1 0 0 E - 0 1
1 OOE - 0 2
d e t e c t io n lim t
1 0 0 E - 0 3
1 0 0 E - 0 4
1 OO E - 0 5
1 0 0 E - 0 6
1 O OE - 0 7
T im e (m i n u t e s )
• D a ta
L i n e a r
2 - P o p u la t io n
F i n a l
G r o u p I II Fe e d (1 0 )
1 OO E+ 0 0
1 0 0 E - 0 1




^ - 4 G _
1 OO E - 0 3
d e t e c t io n l im i t
<"
,1 0 0 E - 0 4
1 OO E - 0 5
1 0 0 E - 0 6
1 0 0 E - 0 7
2 0 3 0 4 0 5 0
T im e ( m i n u t e s )
6 0
L i n e a r
2 - H 3 p u la t io n
Q - B e t a C o n t r o l (1 )
1 0 0 E+ 0 0
1 0 0 E - 0 1
1 0 0 E - 0 2 L in e a r
2 - R ) p u la l i o n
1 O OE - 0 3
1 0 OE - O4
1 O OE - 0 5
T i m e ( m m u te s )
1 3 6
1 0 0 E + 0 1
1 0 0 E + 0 0 I
1 0 0 E - 0 1
£ 1 0 0 E - 0 2
t o
1 0 0 E - 0 3
1 O O E - 0 4
1 O OE - 0 5
Q - B e t a C o n t r o l (2 )
2 0 3 0 4 0
T im e ( m i n u t e s )
Q - B e t a C o n t r o l (3 )
1 Q0 E+ 0 1 ,
1 O OE+ 0 0 • ^ : ;:* ——^
0
" " " - H G ^1 0 0 E- 0 1
_ I OO E - O2 J-
^ 1 0 0 & 0 3 i
1 OO E- 0 4 -
1 OO E - 0 5 I
1 0 0 & 0 6
'
'
2 0 3 0 4 0
5 0
5 0
6 0 • Da t a
L in e a r
2 - l^ p u la t io n
F in a l
6 0
T im e ( m i n u t e s )
Da t a
L i n e a r
2 - l^ p u la t io n
F in a l










• D a t a
L i n e a r \
2 P o p u
l a t i o n
F i n a l
T i m e ( m i n u t e s )
1 3 7
1 OOE + 0 0
1 0 0 E - 0 1 0
1 0 0 E - 0 2
1 0 0 E - 0 3
_ 1 0 0 E - 0 4
« 1 0 0 E - 0 5
1 0 0 E - 0 6
1 OOE - 0 7
1 0 0 E - 0 8 -
1 O O E - 0 9
Q - B e t a C o n t r o l (5 )
D a t a
- L i n e a r
2 - F b p u l a t io n
F i n a l
T im e (m i n u t e s )
0
1 OOE+ 0 0 © s ^
1 0 0 E - 0 1
1 0 0 E - 0 2
1 0 0 E - 0 3
1 0 0 E - 0 4
1 O OE - 0 5
1 OO E - 0 6
1 0 0 E - 0 7
Q - B e t a C o n t r o l (6 )
;:4 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
Da ta
L in e a r
2 - l^ p u la t io n
F in a l
T i m e ( m i n u t e s )







1 0 0 & 0 1 i • ^ - - - .
1 O OE - 0 2 -
1 0 0 E - 0 3
1 OOE - 0 4
1 OOE - 0 5
Q - B e t a C o n t r o l (7 )
2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
• D a t a
L i n e a r
2 - F b p u l a t io n
F i n a l
T i m e ( m i n u t e s )
1 3 8
Q - B e t a C o n t r o l (8 )
1 O OE+ OO
1 0 0 E- 0 1
1 0 0 E- 0 2
1 0 0 E - 0 3
1 OO E - 0 4
1 0 0 E - 0 5
1 OO E - 0 6 -
1 0 0 E - 0 7
1 0 0 E - 0 8 J
• D a t a
L in e a r
2 - Fb p u l a t io n
F in a l
T im e (m i n u t e s )
1 3 9
w 1 0 0 E - 0 2
F 4 - D N A F e e c l ( 1 )
T i m e ( m i n u t e s )
D a t a
L i n e a r
-
2 - P o p u l a t i o n
F i n a l
R - D N A F e e d ( 2 )
D a t a
L i n e a r
2 - P o p u l a t i o n
F i n a l
T i m e ( m i n u t e s )
F + D N A F e e d ( 3 )
T
T i m e ( m i n u t e s )
"
1
D a t a
-
L i n e a r
2
-
P o p u l a t i o n
F i n a l ;
1 4 0
F + D N A F e e d (4 )
2 - P o p u l a t i o n
R n a i
T i m e < m i n u t e s )
R - D N A F e e d ( 5 )
T
i 1 0 0 E - 0 1 —
D a t a
L i n e a r
2
- P o p u l a t i o n
F i n a l
1 0 0 E - 0 2
-
T i m e ( m i n u t e s )
F + D N A F e e d ( 6 )
E < X0 - D a t a ;
-
L i n e a r
2 - P o p u l a t i o n
R n a l
T i m e ( m i n u t e s )
14 1
F + D N A F e e d ( 7 )
T i m e ( m i n u t e s )
D a t a
—
L i n e a r
-
2 - P o p u l a t io n
F i n a l
F 4 - D N A F e e d ( 8 )
T i m e ( m i n u t e s )
D a t a
L i n e a r
2 - P o p u l a t i o n
R n a l
F 4 - D N A F e e d ( 9 )
T i m o ( m i n u t e s )
• D a t a
2 - P o p u l a t i o n
R n a l
1 4 2
F 4 - D N A F e e d ( 1 0 )
3 0 4 0 5 0 6 0
T i m e ( m i n u t e s )
D a t a
-
L i n e a r
2 - P o p u l a t io n
F i n a l
F + D N A F e e d ( 1 1 )
1 0 2 0 3 0 4 0 5 0
T i m e ( m i n u t e s )
'
% D a t a
L i n e a r
2 - P o p u l a t i o n
F i n a l
^ o d^
F + D N A F e e d ( 1 2 )
T i m e ( m i n u t e s )
D a t a
- U n e a r
2 P o p u l H t i (
F i n a l
1 4 3
F + D N A F e e d (1 3 )
T i m e (m i n u t e s )
- M
D a l a
L i n e a r
2 - P o p u l a t i o n
R n a l
F + D N A F e e d ( 1 4 )
2 0 3 0 5 0 6 0
D a t a
L i n e a r
2 - P o p u ta t io n
F i n a l
1 0 0 E - 0 3
^
T i m e ( m i n u t e s )
1 4 4
F + D N A C o n t r o l (F 1 )
1 OO E+ 0 0
1 0 0 E - 0 1
1 OOE - 0 2
1 0 0 E- 0 3
1 0 2 0 3 0 4 0






• D a ta
L i n e a r
2 - l^ p u la t io n
F i n a l
1 0 0 EH )0 f t
1 0 0 E - 0 1 i
1 O OE - 0 2
F + D N A C o n t r o l (M 1 3 )
L in e a r
2 - l- t )p u la t io n
1 0 0 E - 0 3 J
T im e ( m i n u t e s )
1 0 0 E+ 0 1
F + D N A C o n t r o l (F d )
1 OOE+ 0 0 • -
0
g 1 0 0 E
- 0 1 -
1 OO E - 0 2 ^ -
10 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0
D a t a
L in e a r
2 - Ft ip u la t io n
F i n a l
1 0 0 E 0 3 - T i m e ( m i n u t e s )
1 4 5
A P P E N D I X 7 . B e s t - F i t P a r a m e t e r s f o r I n a c t i v a t i o n o f
M a l e - S p e c i f i c C o l i p h a g e s a t 5 3
"
C
G r o u p I F e e d
I s o l a t e #
1s t O r d e r
f l k l 12
2 P o p u l a t i o n
k 2 r
"











0 0 4 7








































0 0 6 3
0 8 5 2 14 4
0 7 7 8 8 0 1
0 8 8 2 4 9 7
0 8 3 9 4 5 7
0 6 8 0 4 5 1
0 8 3 1 I G4
0 3 3 9 7 2 7
0 6 9 2 6 6 6
0 6 8 7 2 8 9
0 4 0 5 9 3 7
0 14 6 6 0 7
0 0 4 9 7 87 1
0 2 2 3 13 0 2
0 12 2 4 5 6 4
0 0 0 9 85 2 8
0 10 86 0 9 1
0 0 0 90 7 2 1
0 0 2 6 13 2 9
0 0 1 1 10 9
0 0 1 14 1 13
G r o u p I B a t c h
I s o l a t e #
1 St O r d e r 2 P o p u l a t i o n











































































0 0 2 5
0 0 7
0 0 5 3
0 0 2 2
0 0 6 7
0 0 4 4
0 0 4
0 0 7
0 0 4 3
0 0 5
0 0 4 5
0 0 17
0 84 7 8 9 4
0 5 6 2 3 3 2
0 4 9 8 7 7 6
0 4 9 3 15 8
0 1 6 15 12
0 1 16 7 4 3
0 4 10 4 17
0 3 8 50 3 7
0 9 2 7 7 4 3
0 72 9 7 8 9
0 3 1 17 4 7
0 2 7 6 8 13
0 1 5 69 7
0 2 6 79 7 1
0 1 65 7 2 8
0 13 8 0 69
0 13 3 87 8
0 0 1 04 9 7
0 0 2 4 9 5 1
0 0 4 54 1 3
0 0 0 2 69 3
0 0 3 5 6 8 1
0 0 4 0 82 3
0 4 0 6 5 7
0 02 2 8 2 3
0 0 0 59 9 8
0 0 2 2 7 32
0 0 0 94 6
0 0 134 4 1
0 0 3 6 0 5 9
M S2 C o n t r o l
I s o l a t e #
1s t O r d e r
f l k l f 2
2 P o p u l a t i o n
k 2 (5 m i n ) r (6 0 m i n )
0 0 3
0 0 7 7
0 0 4
0 0 3
0 0 1 5
0 0 5 0 0 17
0 0 1 0 0 7 7
0 7 0 2 5




0 3 0 0 17
0 3 0 0 0 5
0 8 73 7 1 6
0 6 80 4 5 1
0 4 7 6 10 7
0 7 85 8 7 5
0 9 1 85 12
0 19 7 8 9 8 7
0 0 0 9 8 5 2 8
0 10 8 17 8 7
0 2 3 2 7 4 24
0 3 6 0 5 9 4 9
A d a s h ( - ) i n d i c a t e s t h a t t he r e a c t i o n i s f i r s t - o r de r k i n e t i c s a n d t h e l< 2 i s n e g l ig i b l e
14 6
G r o u p I I I F e e d
I s o l a t e #
1St O r d e r
f l k l n
2 P o p u l a t i o n
k 2 r
'
( 5 m i n ) r
'

























































0 0 6 5





0 0 9 5
0 0 8 5 2 13 0 0 3
0 6 5 4 19 18 8
0 7 7 8 8 0 0 7 8 3
0 . 2 10 17 3 4 7
0 0 0 12 8 2 3 2
0 0 9 3 2 4 0 8 18
0 2 9 5 5 19 2 5 6
0 0 6 6 8 3 0 7 8 7
0 3 3 6 2 5 2 4 3 1
0 14 9 7 4 0 4 6 6
0 18 3 9 9 0 2 6 1
0 0 0 1 1 10 9
0 0 1 88 14 87 7
0 04 9 7 87 0 6 8
0 00 4 0 4 8 3 82
2 2 8 2 2 7 E - 0 5
1 6 6 5 8 6 E - 0 5
1 4 0 4 0 9 E - 0 6
1 5 1 12 3 E - 0 6
0 00 1 8 0 6 63 2
7 4 6 5 8 6 E - 0 5
0 00 0 3 3 4 59 7
Q |g C o n t r o l s
I s o l a t e #
1 s t O r d e r
f l k l f 2
2 P o p u l a t i o n
k 2 r
"
(5 m i n ) r
"
(6 0 m i n )




































0 0 3 4 9 2 6
0 4 9 6 5 8 5
0 3 8 6 74 1
0 3 2 9 2 7 6
0 0 4 8 6 7 2
0 12 6 0 8 1
0 13 76 3 9
0 2 0 7 4 7 8
9 9 15 0 1E - 0 5
0 0 0 0 2 24 86 7
1 1 19 5 5 E - 0 5
0 0 0 04 0 8 12 1
1 1 19 5 5 E - 0 6
4 0 9 7 3 5 E - 0 5
0 0 0 04 5 16 5 8
9 2 53 0 1E - 0 7
* A d a s h ( - ) i n d i c a t e s t h a t t he r e a c t i o n i s f i r s t - o r d e r k i n e t i c s a n d t h e 1< 2 i s n e g l i g i b l e
14 7
F + D N A F i e l d I s o l a t e s
I s o l a t e #
1s t O r d e r
f l k l n
2 P o p u l a t i o n
k 2 r
"















0 0 0 9
0 . 0 0 2
0 0 0 2
0 0 0 9

























0 0 0 1

























0 0 7 5
0 0 0 3
0 0 0 9
0 0 4 3
0 6 8 7 2 8 9
0 9 5 5 6 59
0 9 9 50 1 2
0 9 7 5 5 5 7
0 80 4 5 0 7
1
1
0 54 4 3 1 5
0 1 5 4 5 3 1
0 8 6 0 7 0 8
0 9 7 5 3 1
1
0 9 2 7 74 3
0 9 9 0 0 5
0 0 1 1 10 9
0 6 7 17 15
0 9 4 17 6 5
0 7 4 3 4 1
0 . 6 6 8 2 16
1
1
0 17 4 8 2 9
0 0 0 7 5 7 7
0 16 5 2 9 9
0 7 4 0 8 1 8
1
0 4 0 6 5 7
0 8 8 6 9 2
F + D N A C o n t r o l s
I s o l a t e #
1S t O r d e r
f l k l 12
2 P o p u l a t i o n




0 0 1 0 3 5
0 0 2 5 0 5 5








0 0 0 8
0
0 6 6 74 2 5
0 4 4 8 9 6 4
0 9 6 0 6 5 3
0 6 5
0 2 7 8 4 53
0 9 0 0 2 4 8
* A d a s h ( - ) i n d i c a t e s th a t t h e r e a c t i o n i s f i r s t - o r de r k i n e t i c s a n d th e k 2 i s n e g l ig i b l e
1 4 8
A P PE N D I X 8 . C o m p a r i s o n o f D i l u t i o n M e d i a i n t h e S p o t T i t e r M e t h o d
M e d i a C o m p a r i s o n i n
Sp o t T i t e r A s s a y :
G r o u p I F i e l d I s o l a t e
M e d i a U s e d T i t e r
3 % B e e f E x t r a c t 1 5 0 E + 0 8
T r y p t i c So y B r o t h 1 8 0 E + 0 8
P B S (r e g u l a r ) 1 8 0 E + 0 8
P B S (D u b e c c o s ) 1 8 0 E + 0 8
M e d i a C o m p a r i s o n i n
S p o t T i t e r A s s a y :
G r o u p I (M S 2 A T C C ) I s o l a t e
M e d i a U s e d T i t e r
3 % B e e f E x t r a c t 8 6 0 E + 0 9
T r y p t i c So y B r o t h 6 0 0 E + 0 9
P B S (r e g u l a r ) 5 9 0 E + 0 9
PB S (D u b e c c o s ) 3 0 QE + 0 9
14 9
A P P E N D I X 9 . C o m p a r i s o n o f S p o t T i t e r A s s a y a n d D o u b l e A g a r L a y e r M e t h o d
M e t h o d s C o m p a ri s o n : D o u b l e A g a r L a y e r (D A L ) a n d Sp o t T i t e r A s s a y
M e a n T i t e r
D A L S t a n d a r d D e v i a t i o n M e a n T i t e r S p o t T i t e r S ta n d a r d D e v i a t i o n Z - S c o r e
T ri a l 1 1 0 9 E + 0 3 3 . 6 2 E + 0 1 1 6 0 E + 0 3 4 3 7 E + 0 2 1 17
T ri a l 2 l . O l E + 0 3 7 0 6 E + 0 1 1 5 7 E + 0 3 2 4 5E + 0 2 2 2 0
T ri a l s l l OE + 0 3 8 4 0 E + 0 1 1 . 8 1E + 0 3 4 . 5 6 E + 02 1 52
* T h e r e i s a 9 5 % p r o b a b i l i t y t h a t b o th m e t h o d s g i v e t h e s a m e r e s u l t i n a l l t r i a l s
1 5 0
R E F E R E N C E S
A d a m s
,
M . ( 19 5 9 ) . B a c t e r i o p h a g e s . N e w Y o r k , I n t e r s c i e n c e P u b l i s h e r s .
A h r i n g , B . ( 1 9 94 ) .
"
S t a t u s o n s c i e n c e a n d a p p l i c a t i o n o f t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n .
"
W a t e r S c i T e c h n o l 3 0 ( 1 2 ) : 2 4 1 - 2 4 9
A h r i n g , B K , A . A I b r a h im , Z . M l a d e n o v s k a (2 0 0 1) .
"
E f f e c t o f t e m p e r a t u r e i n c r e a s e f r o m
5 5 t o 6 5 d e g r e e s C o n p e r f o r m a n c e a n d m i c r o b i a l p o p u l a t i o n d y n a m i c s o f a n a n a e r o b i c
r e a c t o r t r e a t i n g c a t t l e m a n u r e .
" W a t e r R e s 3 5 (10 ) : 2 4 4 6 - 5 2
A h r i n g , B K . , Z . M l a d e n o v s k a , R I r a n p o u r , P W e s t e n n a n (2 0 02 ) .
" St a t e o f t h e a r t a n d
f u t u r e p e r s p e c t i v e s o f t h e r m o p h i h c a n a e r o b i c d i g e s t i o n
" W a t e r Sc i T e c h n o l 4 5 ( 10 ) : 2 9 3 - 8 .
A i t k e n
,
M , M S o b s e y , M S h e h e e , K B l a u t h , V H i l l , J . F a r r e l l , S N a p p i e r , G W a l t e r s , P .
C r u n k , N . v a n A b e l (2 0 0 3 ) E v a l u a t i o n o f P a t h o g e n a n d I n d i c a t o r O r g a n i s m R e m o v a l d u r i n g
C o n t in u o u s a d B a t c h T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t i o n o f W a s t e w a t e r S l u d g e . Su b m i t t e d t o
B r o w n a n d C a l dw e l l C h a p e l H i l l , U n i v e r s i t y o f N o rt h C a r o l i n a a t Ch a p e l H i l l .
A i t k e n , M , G W a l t e r s , P . C r u n k , J . W i l l i s , J F a r r e l l , P . Sc h a f e r , C . A m e t t , a n d B . T u r n e r .
(Su b m i t t e d 2 0 04 ) .
" L a b o r a t o r y E v a l u a t i o n o f T h e r m o p h i h c A n a e r o b i c D i g e s t i o n t o P r o d u c e
C l a s s A B i o s o l i d s 1 S t a b i l i z a t i o n P e r f o r m a n c e o f a C o n t i n u o u s - F l o w R e a c t o r a t L o w
R e s i d e n c e T im e " S u b m i t t e d t o W a t e r E n v i r o n R e s




M So b s e y , G W a l t e r s M S h e h e e , P C r u n k , K B l a u t h , V H i l l , S N a p p i e r .
(Su bm i t t e d 2 0 04 ) .
"
L a b o r a t o r y E v a l u a t i o n o f T h e r m o p h i l i c A n a e r o b i c D i g e s t i o n t o P r o d u c e
C l a s s A B i o s o l i d s 2 I n a c t i v a t i o n o f P a t h o g e n s a n d I n d i c a t o r O r g a n i s m s i n a C o n t i n u o u s -
F l o w R e a c t o r F o l l o w e d b y B a t c h T r e a t m e n t
" S u b m i t t e d t o W a t e r E n v i r o n R e s .




Y S M a l i k
,
C W H e d b e r g , S M G o y a l . (2 0 0 3 )
"
Su r v i v a l o f F - s p e c i f i c
R N A c o l i p h a g e , f e l i n e c a l i c i v i r u s , a n d E s c h e r i c h i a c o l i i n w a t e r : a c o m p a r a t i v e s t u d y
"
A p p l
E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 (9 ) : 5 7 0 7 - 1 0
A r m o n , R . a n d K o t t , Y ( 19 9 6 )
"
B a c t e r i o p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f p o l l u t i o n .
" C r i t i c a l R e v i e w s
i n E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y 2 6 (4 ) : 2 9 9 - 3 3 5 .




J B l o k
,
E R . B e r e n d s - V a A b u k o u d e . ( 1 9 8 6 )
"
T h e r m a l i n a c t i v a t i o n o f
b a c t e r i o p h a ge p h i X I 7 4 a n d tw o o f i t s m u t a n t s
"
V i r o l o g y 3 6 (3 ): 3 4 3 - 5 5
B i t t o n
,
G . ( 19 87 ) F a t e o f b a c t e r i o p h a g e s i n w a t e r a n d w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s P h a g e
E c o l o g y . S . M . G o y a l , C P G e r b a a n d G B i t t o n . N e w Y o r k , W i l e y - I n t e r s c i e n c e : 1 8 1 - 1 9 5 .




C . B r o u m i s , W A d c o c k , R F a n g , E U r e n ( 1 9 9 8 )
"
I n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f
m o d e l a n d r e l e v a n t b l o o d - b o r n e v i r u s e s b y t r e a tm e n t w i t h s o d i u m h y d r o x i d e a n d h e a t .
"
B i o l o g i c a l s 26 (3 ) : 2 3 7 - 4 4 .
B r i o n , G . M . , J . S . M e s c h k e , M . D . So b s e y . (2 0 0 2 ) .
"
F - s p e c i f i c R N A c o l i p h a g e s : o c c u r r e n c e ,
t y p e s , a n d s u r v i v a l i n n a t u r a l w a t e r s .
" W a t e r R e s 3 6 (9 ) : 2 4 19 - 2 5 .
B r o w n & R o o t Se r v i c e s A s i a P a c i f i c L t d . (2 0 0 1 ) O n - s i t e s e w a g e ri s k a s s e s s m e n t s y s t e m . N .
D . o L . G o v e r n m e n t . M i l t o n , N SW D e p a r t m e n t o f L o c a l G o v e r n m e n t .
B u r g e , W . D . , W . N . C r a m e r , K . K a w a t a . ( 1 9 83 ) .
" E f f e c t o f h e a t o n v i r u s i n a c t i v a t i o n b y
a m m o n i a " A pp l E n v i r o n M i c r o b i o l 4 6 (2 ) : 4 4 6 - 5 1 .




S C . L o n g , M . D . S o b s e y . (2 0 03 )
"
E v a l u a t i o n o f F + R N A a n d D N A c o l i p h a g e s a s
s o u r c e - s p e c i f i c i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n s u r f a c e w a t e r s
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l
6 9 ( 1 1 ): 6 5 0 7 - 1 4
C r a m e r , W N , W . D . B u r g e , K . K a w a t a . ( 19 8 3 )
" K i n e t i c s o f v i r u s i n a c t i v a t i o n b y
a m m o n i a " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 4 5 (3 ) : 7 6 0 - 5




M C i c c o z z i , D . D e M e d i c i , S D i P a s q u a l e , A F i o r e , A . M e l e , L T o t i ( 1 9 9 9 ) .
"
I n a c t i v a t i o n o f h e p a t i t i s A v i r u s i n h e a t - t r e a t e d m u s s e l s .
"
J A p p l M i c r o b i o l 8 7 (6 ) : 8 84 - 8
D o u g l a s , J . ( 1 9 7 5 ) B a c t e r i o p h a g e s . L o n d o n . C h a p m a n a n d H a l l L t d 1 3 6 p p .
D e b a r t o l o m e i s , J a n d V . J C a b e l h (1 9 9 1 )
"
E v a l u a t i o n o f a n E s c h e ri c h i a c o l i h o s t s t r a i n f o r
e n u m e r a t i o n o f F m a l e - s p e c i f i c b a c t e r i o p h a g e s .
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 7 (5 ): 13 0 1 - 5 .
D u r a n , A E , M M u n i e s a , X M e n d e z , F . V a l e r o , F L u c e n a , J Jo f r e . (2 0 0 2 )
"
R e m o v a l a n d
i n a c t i v a t i o n o f i n d i c a t o r b a c t e r i o p h a g e s i n f r e s h w a t e r s .
"
. 1 A p p l M i c r o b i o l 9 2 (2 ) : 3 3 8 - 4 7 .




D Wh i t n e y , G . M P o w e l l ( 1 9 9 4 ) S e w a g e s l u d g e u s e o n a g r i c u l t u r a l l a n d .
T o p e k a , K a n s a s St a t e U n i v e r s i t y : 1
- 4 .
F u n d e r b u r g , S a n d C S o r b e r ( 19 85 ) .
"
C o l i p h a g e a s i n d i c a t o r s o f e n t e r i c v i r u s e s i n a c t i v a t e d
s l u d g e .
" W a t e r R e s 1 9 (5 ) : 5 4 7 - 5 5 5
F u r u s e
,
K ( 19 8 7 ) D i s t r i b u t i o n o f C o l i p h a g e s i n t h e E n v i r o n m e n t : G e n e r a l C o n s i d e r a t i o n s
P h a g e E c o l o g y G SM , G CP a n d B . G N e w Y o r k , N Y , W i l e y - I n t e r s c i e n c e : 8 7 - 1 2 4 .
G a n t z e r , C , A M a u l , J M A u d i c , L , S c h w a r t z b r o d . ( 1 9 9 8 ) .
"
D e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s
e n t e r o v i r u s e s , e n t e r o v i r u s g e n o m e s , s o m a t i c c o l i p h a g e s , a n d B a c t e r o i d e s f r a g i l i s p h a g e s i n
t r e a t e d w a s t e w a t e r " A pp l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 4 ( 1 1 ): 4 3 0 7 - 12
G e r b a , C P ( 19 8 7 ) P h a g e a s i n d i c a t o r s o f f e c a l p o l l u t i o n P h a g e e c o l o g y S . M . G o y a l , C P .
G e r b a a n d G . B i t t o n . N e w Y o r k , N Y , W i l e y - I n t e r s c i e n c e : 19 7 - 2 0 9 .
G e r b a
,
C P , I E P e p p e r , L . F W h i t e h e a d , I I I . (2 0 0 2 )
"
A ri s k a s s e s s m e n t o f e m e r g i n g
p a t h o g e n s o f c o n c e r n i n t h e l a n d a p p l i c a t i o n o f b i o s o l i d s
" W a t e r Sc i T e c h n o l 4 6 ( 10 ) : 2 2 5 -
3 0 .
1 5 2
G r a b o w , W . O , T E . N e u b r e c h , C S H o l t z h a u s e n , J Jo f r e (1 9 9 5 )
" B a c t e r i o d e s f r a g i l i s a n d
E s c h e r i c h i a c o l i b a c t e r i o p h a g e s : E x c r e t i o n b y h u m a n s a n d a n i m a l s .
" W a t e r Sc i T e c h n o !
3 1 (5 - 6 ) : 2 2 3 - 2 3 0 .
G r a b o w , W . O (2 0 0 1 )
"
B a c t e r i o p h a g e s : U p d a t e o n a p p l i c a t i o n a s m o d e l s f o r v i r u s e s i n
w a t e r .
" W a t e r SA 2 7 (2 ) : 2 5 1 - 2 6 8
H a v e l a a r , A H a n d W M H o g e b o o m ( 19 8 4 )
" A m e t h o d f o r t h e e n u m e r a t i o n o f m a l e -
s p e c i f i c b a c t e r i o p h a g e s i n s e w a g e
"
J A p p l B a c t e r i o l 5 6 (3 ) : 4 3 9 - 4 7 .
H a v e l a a r , A . H . , K F u r u s e , W . M . H o g e b o o m . ( 1 9 8 6 ) .
"
B a c t e r i o p h a g e s a n d i n d i c a t o r b a c t e r i a
i n h u m a n a n d a n im a l f a e c e s " J A p p l B a c t e r i o l 6 0 (3 ) : 2 5 5 - 6 2 .
H a v e l a a r , A H ( 19 8 7 ) .
"
B a c t e r i o p h a g e s a s m o d e l o r g a n i s m s i n w a t e r t r e a t m e n t .
" M i c r o b i o l
S c i 4 ( 12 ) : 3 62 - 4 .
H a v e l a a r , A . H . , W M P o t - H o g e b o o m , K . F u r u s e , R P o t , M P . H o r m a n n ( 19 9 0 ) .
"
F -
s p e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e s a n d s e n s i t i v e h o s t s t r a i n s i n f a e c e s a n d w a s t e w a t e r o f h u m a n
a n d a n im a l o r i g i n
" J A p p l B a c t e r i o l 6 9 ( 1 ) : 3 0 - 7 .




M v a n O l p h e n , Y . C . D r o s t . ( 1 9 9 3 ) .
"
F - s p e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e s a r e
a d e q u a t e m o d e l o r g a n i s m s f o r e n t e r i c v i r u s e s i n f r e s h w a t e r
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 9 (9 ):
2 9 56 - 62 .
H a y s , B . ( 19 7 7 ) .
"
R e v i ew p a p e r : p o t e n t i a l f o r p a r a s i t i c d i s e a s e t r a n s m i s s io n w i t h l a n d
a p p l i c a t i o n o f s e w a g e p l a n t e f f lu e n t s a n d s l u d g e s
" W a t e r R e s 1 1 : 5 8 3 - 5 9 5
H i a t t
, C . ( 19 64 ) .
" K i n e t i c s o f t h e in a c t i v a t i o n o f v i r u s e s . " B a c t e r i o l R e v 2 8 : 1 5 0 - 16 3 .




V o v i s , G F & M o d e l , P (1 9 7 8 ) . T h e fi l a m e n t o u s p h a g e g e n o m e : g e n e s ,
p h y s i c a l s t r u c t u r e , a n d p r o t e i n p r o d u c t s I n : T h e Si n g l e - St r a n d e d D N A P h a g e s . E d . D . T .





Y S S h i e h . J v a n D u i n , M J . B e e dw i l d e r , M D S o b s e y . ( 1 9 9 5 )
" G e n o t y p i n g
m a l e - s p e c i fi c R N A c o l i p h a g e s b y h y b r i d i z a t i o n w i t h o h g o n u c l e o t i d e p r o b e s
"
A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l 6 1 ( 1 1 ) : 3 9 6 0 - 6 .
l A WPR C
, ( 19 9 1 )
"
B a c t e r i o p h a g e s a s m o d e l v i r u s e s i n w a t e r q u a l i t y c o n t r o l
" W a t e r R e s
2 5 (5 ) : 5 2 9 - 5 4 5 .
J o s e p h s , N . K . , A D . C o u h e t t e , S P . N a p p i e r , G v a n B e l l e , J S . M e s c h k e , M . D . So b s e y .
(2 0 0 4 ) D e v e l o p m e n t o f a s p o t - fi t e r c u l t u r e a s s a y f o r q u a n t i f y i n g b a c t e r i a a n d v i r a l
i n d i c a t o r s . P r e s e n t e d a t t h e 1 0 4
' G e n e r a l M e e t i n g o f t h e A m e r i c a n S o c i e t y f o r M i c r o b i o l o g y ,
M a y 2 4 - 2 7 , N ew O r l e a n s , L A .
1 5 3
K a r l s s o n , F . , C B o r r e b a e c k , N . N i l s s o n , A M a l m b o r g - H a g e r . (2 0 0 3 )
" T h e m e c h a n i s m o f
b a c t e r i a l i n f e c t i o n b y f i l a m e n t o u s p h a g e s i n v o l v e s m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s b e t w e e n T o l A a n d
p h a g e p r o t e i n 3 d o m a i n s .
" J B a c t e r i o l o g y 1 8 (8) : 2 6 2 8 - 2 6 3 4 .
K e l l e y , W . , D . M a r t e n s , R . B . R e n e a u J r ( 1 9 8 4 ) . A g r i c u l t u r a l u s e o f s e w a g e s l u d g e : a
l i t e r a t u r e r e v i ew V W . R . R . C e n t e r B l a c k s b u r g , V i r g i n i a P o l y t e c h n i c I n s t i t u t e a n d St a t e
U n i v e r s i t y .
K o o p m a n s , M a n d E D u i z e r (2 0 04 )
"
F o o d b o m e v i r u s e s : a n e m e r g i n g p r o b l e m .
"
I n t J F o o d
M i c r o b i o l 9 0 ( 1 ) : 2 3 - 4 1
K r u g e l , S , L . N e m e t h , C . P e d d i e . ( 1 9 9 8 )
"
E x t e n d i n g t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n f o r
p r o d u c i n g C l a s s A b i o s o l i d s a t t h e G r e a t e r V a n c o u v e r R e g i o n a l D i s t r i c t s A n n a c i s I s l a n d
W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t " W a t e r Sc i T e c h n o l 3 8 (8 - 9 ) : 4 0 9 - 4 16 .
L a w s
,
E (2 0 0 0 ) A q u a t i c p o l l u t i o n : a n i n t r o d u c t o r y t e x t . N e w Y o r k , J o h n W i l e y & So n s , I n c .




M . M u n i e s a , J F r i a s , F L u c e n a , J J o f r e ( 1 9 9 7 )
" R e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e
m o r p h o l o g y o f b a c t e r i o p h a g e s a n d t h e i r p e r s i s t e n c e i n t h e e n v i r o n m e n t .
" W a t e r S c i T e c h n o l
3 5 ( 1 1 - 1 2 ): 12 9 - 13 2 .




S . E d b e r g , V . P i e r z o , J . M . D e l a t t r e . ( 2 0 0 0 ) .
"
B a c t e r i o p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f
e n t e r i c v i r u s e s a n d p u b l i c h e a l t h ri s k i n g r o u n d w a t e r s .
"
J A p p l M i c r o b i o l 8 8 ( 1 ): 5 - 2 1 .
L im s a w a t
,
S a n d S . O h g a k i ( 19 9 7 )
"
F a t e o f l i b e r a t e d v i r a l R N A i n w a s t e w a t e r d e t e r m i n e d
b y P C R
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 3 : 2 9 3 2 - 2 9 3 3
L o n g , S C , M D S o b s e y (2 0 04 )
" A c o m p a ri s o n o f t h e s u r v i v a l o f F + R N A a n d F + D N A
c o l i p h a g e s i n l a k e w a t e r m i c r o c o s m s .
"
J W a t e r H e a l t h 0 2 . 1 : 1 5 - 2 2 .
L u b k o w s k i , J , F . H e n n e c k e , A P lu c k t h u n , A . W l o d a w e r ( 1 9 9 9 ) .
"
F i l a m e n t o u s p h a g e
i n f e c t i o n : c r y s t a l s t r u c t u r e o f g 3 p i n c o m p l e x w i t h i t s c o r e c e p t o r , t h e C - t e r m i n a l d o m a i n o f
T o l A " S t r u c t u r e 7 (6 ) : 7 1 1 - 7 2 2
L u n d , B , V F . J e n s e n , P H a v e , B A h ri n g ( 19 9 6 )
"
I n a c t i v a t i o n o f v i r u s d u r i n g a n a e r o b i c
d i g e s t i o n o f m a n u r e i n la b o r a t o r y s c a l e b i o g a s r e a c t o r s .
"
A n t o n i e V a n L e e u w e n h o e k 69 ( 1 ) :
2 5 - 3 1
L u r i a
,
S ( 19 5 3 ) G e n e r a l V i r o l o g y N e w Y o r k , W i l e y
M a i e r , R . , I . L . P e p p e r , C . P . G e r b a . (2 0 0 0 ) . E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y . S a n D i e g o ,
A c a d em i e s P r e s s
M i g n o t t e - C a d i e r g u e s , B , C G a n t z e r , L S c h w a r t z b r o d . (2 0 0 2 )
"
E v a l u a t i o n o f
b a c t e r i o p h a g e s d u ri n g t h e t r e a t m e n t o f s l u d g e
" W a t e r S c i T e c h n o l 4 6 ( 10 ) : 1 89 - 1 9 4
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M M u n i e s a
,
H P i m e n t a - V a l e
,
F L u c e n a
,
J . Jo f r e . (2 0 0 3 ) .
" S u r v i v a l o f
b a c t e r i a l i n d i c a t o r s p e c i e s a n d b a c t e r i o p h a g e s a f t e r t h e rm a l t r e a t m e n t o f s l u d g e a n d s e w a g e
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 9 ( 3 ) : 1 4 5 2 - 6
N a s s e r , A . a n d S O m a n ( 19 9 9 )
"
Qu a n t i t a t i v e a s s e s s m e n t o f t h e i n a c t i v a t i o n o f p a t h o g e n i c
a n d i n d i c a t o r v i r u s e s i n n a t u r a l w a t e r s o u r c e s .
" W a t e r R e s 3 3 (7 ): 1 7 4 8 - 1 7 5 2 .
N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s (N A S ), N R . C , C o m m i t t e e o n t h e U s e o f T r e a t e d M u n i c i p a l
W a s t e w a t e r E f f l u e n t s a n d S l u d g e i n t h e P r o d u c t i o n o f C r o p s f o r H u m a n C o n s u m p t i o n
(1 9 9 6 ) . U s e o f R e c l a i m e d W a t e r a n d Sl u d g e i n F o o d C r o p P r o d u c t i o n W a s h i n g t o n , D C ,
N a t i o n a l A c a d e m y P r e s s
N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s (N A S), N R C , C o m m i t t e e o n T o x i c a n t s a n d P a t h o g e n s i n
B i o s o l i d s A p p l i e d t o L a n d (2 0 0 2 ) . B i o s o l i d s a p p l i e d t o l a n d : a d v a n c i n g s t a n d a r d s a n d
p r a c t i c e s W a s h i n g t o n , N a t i o n a l A c a d e m i e s P r e s s .
N i e m i , M . ( 19 7 6 )
" S u r v i v a l o f E s c h e r i c h i a c o l i p h a g e t 7 i n d i f f e r e n t w a t e r t y p e s .
" W a t e r
R e s 1 0 : 7 5 1 - 7 5 5 .
N o v o t n y , C . P . a n d K . L a v i n ( 19 7 1 ) .
" So m e e f f e c t s o f t e m p e r a t u r e o n t h e gr o w t h o f F p i l i .
" J
B a c t e r i o l 1 0 7 ( 3 ) : 6 7 1 - 8 2 .
Sc h a p e r , M . , A . E . D u r a n , J . J o f r e . (2 0 0 2 )
"
C o m p a r a t i v e r e s i s t a n c e o f p h a g e i s o l a t e s o f f o u r
g e n o t y p e s o f f - s p e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e s t o v a r i o u s i n a c t i v a t i o n p r o c e s s e s .
"
A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l 6 8 ( 8 ) : 3 7 0 2 - 7
S i m k o v a
,
A a n d J C e r v e n k a ( 1 9 8 1 )
" C o l i p h a g e s a s e c o l o g i c a l i n d i c a t o r s o f e n t e r o v i r u s e s i n
v a r i o u s w a t e r s y s t em s .
"
B u l l W o r l d H e a l t h O r g a n 5 9 (4 ) : 6 11 - 8
Sl o m k a , M J a n d H A p p l e t o n ( 19 9 8 ) .
"
F e l i n e c a l i c i v i r u s a s a m o d e l s y s t e m fo r h e a t
i n a c t i v a t i o n s t u d i e s o f s m a l l r o u n d s t r u c t u r e d v i r u s e s i n s h e l l fi s h . " E p i d e m i o l I n f e c t 1 2 1 (2 ):
4 0 1 - 7
So b s e y , M , D B a t t i g e Ui , T H a n d z e l , K S c hw a b ( 19 9 5 ) M a l e - Sp e c i fi c C o l i p h a g e s a s
I n d i c a t o r s o f V i r a l C o n t a m i n a t i o n o f D r i n k i n g W a t e r . A WWA R e s e a r c h F o u n d a t i o n . C h a p e l
H i l l
,
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l
S o b s e y , M ( 19 8 9 ) .
"
I n a c t i v a t i o n o f H e a l t h - R e l a t e d M i c r o o r g a n i s m s i n W a t e r b y D i s i n f e c t i o n
P r o c e s s e s
" W a t e r Sc i T e c h n o l 2 1 ( 3 ) : 1 7 9 - 1 9 5 .
S o b s e y , M . (2 0 0 3 ) . W a t e r a n d w a s t e w a t e r d i s i n f e c t i o n . E n v r 1 3 3 - P o w e r p o i n t P r e s e n t a t i o n .
C h a p e l H i l l
S o b s e y , M . (2 0 0 4 ) . S N a p p i e r . C h a p e l H i l l : P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n .
1 5 5
S c o t t , T . M . , J . B . R o s e , e t a l . ( 2 0 0 2 ) .
" M i c r o b i a l s o u r c e t r a c k i n g : c u r r e n t m e t h o d o l o g y a n d
f u t u r e d i r e c t i o n s . " A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 8 ( 12 ) : 5 7 9 6 - 8 0 3
S t e t l e r
,
R . E . ( 19 84 ) .
" C o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f e n t e r o v i r u s e s .
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l
4 8 (3 ) : 6 6 8 - 7 0 .
U n i t e d S t a t e d E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (U S E PA ) ( 19 9 9 ) . E n v i r o n m e n t a l
R e g u l a t i o n s a n d T e c h n o l o g y : C o n t r o l o f P a t h o g e n s a n d V e c t o r A t t r a c t i o n i n Se w a g e Sl u d g e
O f fi c e o f R e s e a r c h a n d D e v e l o p m e n t W a s h i n g t o n , U S EP A .
V i n j e , J , S O u d e j a n s , J . St e w a r t , M S o b s e y , S C L o n g (m a n u s c r i p t i n p r e p a r a t i o n ) .
" M o l e c u l a r d e t e c t i o n a n d g e n o t y p i n g o f m a l e - sp e c i fi c c o l i p h a g e s b y R T - P C R a n d r e v e r s e
l i n e b l o t h y b r i d i z a t i o n .
"
W o o d y , M . a n d D C l i v e r ( 1 9 9 5 ) .
"
E f f e c t s o f t e m p e r a t u r e a n d h o s t c e l l g r o w t h p h a s e o n
r e p h c a t i o n o f F - s p e c i fi c R N A c o l i p h a g e QB
"
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 6 1 (4 ): 1 5 2 0 - 1 5 2 6 .
Y a t e s
,
M , C . P G e r b a , L . M K e l l e y ( 19 8 5 )
"
V i r u s p e r s i s t a n c e i n g r o u n d w a t e r
" A p p l
E n v i r o n M i c r o b i o l 4 9 ( 4 ) : 7 7 8 - 7 8 1




M D o h a n y o s , P J e n i c e k , P Z a p l a t i l k o v a , J . K u t i l . (2 0 02 ) .
"
T h e c o n t r i b u t i o n
o f t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n t o t h e s t a b l e o p e r a t i o n o f w a s t e w a t e r s l u dg e t r e a t m e n t .
"
W a t e r S c i T e c h n o l 4 6 ( 4 - 5 ) : 4 4 7 - 5 3 .
Z a b r a n s k a , J , M D o h a n y o s , P J e n i c e k , H R u z i c i k o v a , A . V r a n o v a (2 0 0 3 )
"
E f fi c i e n c y o f
a u t o t h e r m a l t h e r m o p h i l i c a e r o b i c d i g e s t i o n a n d t h e r m o p h i l i c a n a e r o b i c d i g e s t i o n o f
m u n i c i p a l w a s t e w a t e r s l u d g e i n r e m o v i n g Sa lm o n e l l a s p p a n d i n d i c a t o r b a c t e r i a
" W a t e r S c i
T e c h n o l 4 7 (3 ) : 1 5 1 - 6
Z h o u
,
J a n d D S M a v in i c ( 2 0 0 3 )
"
P o l l u t i o n r e d u c t i o n a t w a s t e w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t i e s
t h r o u g h t h e rm o p h i l i c s l u d g e d i g e s t i o n .
" W a t e r S c i T e c h n o l 4 8 (3 ) : 5 7 - 6 3 .
1 5 6
